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INTRODUCCION
Introducción ‘1
1. PLÁSMIDOS: DEFINICIÓN E IMPoRTANCIA BIOLÓGICA
La información genética de las bacterias está localizada, esencialmente, en una
molécula bicatenaria de DNA, el cromosoma. En muchos casos, esta información se
encuentra acompañada por otras moléculas de DNA capaces de replicar de forma
autónoma, los plásmidos. Estos elementos genéticos extracromosómicos se han aislado
fundamentalmente en organismos procarióticos y en algunos eucariotas inferiores. La
mayoría de los replicones plasmídicos caracterizados hasta la fecha son moléculas
circulares de DNA bicatenario, aunque se han descrito plásmidos lineales (Hinnebush
y Tilly, 1993). Los plásmidos replican como entidades independientes dentro de la
célula aunque, para ello, usan factores del huésped. Una característica de los
plásmidos es su replicación controlada, de forma que su número dc copias debe
duplicarse en el momento de la división celular (revisado por NordstrÉ$m y Austin,
1989). Por ello, todos los plásmidos poseen sistemas para controlar su replicación.
Muchos replicones naturales poseen, además, sistemas de partición que aseguran la
correcta distribución de sus copias entre las células hijas en el momento de la división
celular (Kittell y Helinski, 1992). En algunos casos, existen sistemas que aseguran la
muerte de las células que pierden el replicón (sistemas “asesinos”), consiguiendo así
el mantenimiento estable de los plásmidos en la totalidad de la población celular.
Además de los sistemas de replicación y control, muchos plásmidos poseen genes
implicados en diferentes procesos como son resistencias a antibióticos, fijación de
nitrógeno, virulencia, catabolismo de sustancias fenólicas, resistencias a metales
pesados, etc. Los plásmidos pueden ser vehículos para el clonaje y expresión de genes
que codifiquen productos de interés industria] o bioteenológico.
Los plásmidos poseen capacidad para integrarse, mediante recombinación
homóloga o ilegítima, en otros replicones e incluso en el cromosoma del huésped.
Pueden ser receptores y donadores de transposones y secuencias de inserción. Muchos
plásmidos se pueden transferir por sí mismos de un huésped a otro mediante
conjugación, contribuyendo con ello a la diseminación horizontal de genes entre
microorganismos. Además, juegan un papel clave en la transferencia de información
a plantas superiores. Su importancia ecológica y evolutiva es indiscutible. Por último,
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el conocimiento de los plásmidos ha contribtíido al desarrollo de la Biología
Molecular y la I3iotecnología. Gracias a que los plásmidos son elementos dispensables
a la célula huésped y que, aparentemente, poseen una organización genética simple,
son los candidatos ideales para el estudio a nivel molecular de interacciones entre
moléculas de DNA y/o RNA, interacciones proteína-DNA, topología del DNA,
expresión de genes, y para la ampliación dc conocimientos en los procesos de
conjugación, recombinación, control y replicación del DNA.
2. MECANISMOS DE REPLICACIÓN PLASMÍDICA
Los plásmidos poseen como mínimo un origen de replicación, que se puede
definir como la región mínima donde se produce la iniciación de la replicación de la
cadena líder, y un sistema cop, para el control de la frecuencia de iniciación de la
replicación. El mantenimiento de un número de copias constante dentro de un
determinado huésped es una característica común para todos los plásmidos. Esto
implica que si dos plásmidos comparten elementos comunes involucrados en su
replícación estable y/o en su mantenimiento, serán incapaces de coexistir en ausencia
de presión selectiva. Como consecuencia, ambos replicones se segregarán dentro de
la población bacteriana, es decir serán incompatibles.
Los mecanismos de replicación conocidos basan sus diferencias en la iniciación
de la replicación y en las distintas estructuras que adoptan los intermediarios de
replicación. Existen cuatro mecanismos generales de replicación plasmídica:
replicación tipo theta, por desplazamiento de hebra, tipo círculo rodante y replicación
dirigida por proteínas terminales (Kornberg y Baker, 1992).
2.1. Replicación tipo theta
La replicación tipo theta fue el primer mecanismo de replicación plasmidica
conocido. Es característica de la mayoría de los plásmidos circulares de bacterias
gram(-), aunque también ha sido descrito en el grupo de incompatibilidad lncl8 de
plásmidos de bacterias gram(±)(Bruand etal, 1991). Este tipo de replicación implica
la síntesis de un RNA cebador usando como ¡rolde una (le las hebras parentales, una
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vez que han sido separadas. El RNA cebador o “primer” será el que proporcione el
grupo 3’-OH libre necesario para la síntesis del DNA, efectuada por las DNA
polimerasas. Esta síntesis es continua en una de las hebras y discontintia en la otra
(cadenas líder y retrasada, respectivamente), y parece que ocurre de una forma
acoplada entre ellas (Selik et al, 1987). Los intermediarios de este tipo de replicación,
sea uni- o bidireccional, muestran formas tipo theta (e) en imágenes de microscopia
electrónica, debido a la separación de las hebras parentales y al avance de la horquilla
de replicación. Les plásmidos que siguen este mecanismo de replicación se pueden
dividir en dos grupos, según dependan o no de la DNA polimerasa 1 para la iniciación
de la síntesis del DNA (del Solar et al, 1995b).
a) Replicones dependientes de la DNA polimerasa L Este grupo no codifica una
proteína iniciadora de la replicación y depende de Ja RNA polimerasa del huésped
para la síntesis del RNA cebador de la cadena líder o de un precursor de éste.
Además, requiere la DNA polimerasa 1 al comienzo de la síntesis del DNA
(Staudenbauer, 1978; Kornberg y Baker, 1992). El mecanismo mejor conocido es el
del replicón ColE 1: la replicación se inicia a partir de la separación de las hebras de
DNA y de la síntesis de un RNA precursor del “primer” (“pre-primer”) por la RNA
polimerasa del huésped, que será procesado por la RNasa H para dar lugar al RNA
“primer” (Itoh y Tomizawa, 1980). Este “primer” proporciona el grupo 3’-OH
específico, usado por la DNA polimerasa 1 para la síntesis del DNA inicial.
Posteriormente, la DNA polimerasa 111 continúa la elongación de la cadena. La
síntesis discontinua de la cadena retrasada se inicia al quedar expuesto el sitio para
el ensamblado del primosoma (pus), que permite la entrada de la helicasa DnaB y la
acción de la primasa DnaG, y finaliza por la presencia de una señal de terminación,
ter!-] (Minden y Marians. 1987), localizada cerca del sitio pus.
b) Replicones independientes de la DNA polimerasa 1. Los plásmidos pertenecientes a
este grupo codifican una proteína iniciadora de la replicación (proteína Rep), que se
une a secuencias directamente repetidas del DNA (iterones). El origen de replicación
(ori) se caracteriza por poseer, además, una región rica en secuencias A+T que
contiene dos o más sitios para la interacción de DnaB/DnaC y uno o más sitios
específicos para la unión de la proteína DnaA. La iniciación requiere el ensamblaje
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del primosoma en el origen de replicación: la proteínas Rep y DnaA, unidas a sitios
específicos del DNA, facilitan la apertura de lii doble hélice en la región rica en A+T
y la entrada del complejo i)naB/DnaC en el origen. La reacción de síntesis se lleva
a cabo mediante la acción de la DNA polimerasa III y otras proteínas del huésped.
La terminación se produce debido al reconocimiento de secuencias específicas por
determinados factores que detienen la horquilla de replicación (Kuempel et al, 1989).
Uno de los primeros casos conocidos y más estudiado es el del plásmido Rl del
grupo de incompatibilidad IncFlI: la proteína RepA codificada por el plásmido se une
aJ núcleo central de dos secuencias parcialmente palindrómicas (Giraldo y Díaz,
1992). Mediante interacciones cooperativas proteína-proteína, se adicionarían nuevas
moléculas de RepA que van a facilitar la apertura de las hebras en la región A+T
y a dirigir la unión de DnaA a la caja dnaA del origen de replicación (Masai y Arai,
1987). Se ha mostrado que, tanto in vivo como in vitro, las interacciones de RepA en
el ori promueven la entrada de la primasa DnaCi, quien sintetiza un RNA cebador
para la iniciación de la síntesis de la cadena líder, en un sitio localizado 400 ph
‘corriente abajo” del sitio de unión de RepA (Masai y Arai, 1989).
En los plásmidos Pl y R6K, la unión de las proteínas iniciadoras (RepA y ir,
respectivamente) a los iterones dcl origen, genera un complejo nucleo-proteico que
va a favorecer la apertura de hebras del origen por DnaA (Mukherjee et al, 1985;
Mukhopadhyay et al, 1993). En otros plásmidos como pSCIOI, la unión del factor de
integración del huésped (proteína MF) a sitios localizados en la región A+T,
promueve curvaturas en el DNA que facilitan interacciones entre moléculas de DnaA
unidas a sitios separados por 200 ph (Stenzel et al, 1991). En el caso de RÓK, la unión
de IHF parece alterar la estructura de la zona adyacente a los iterones, reduciendo
así la actividad inhibitoria cíe la l)roteína ir (Kelley ct al, 1992). Un caso ínrticular lo
constituye la proteína multifuncional Gpa del fago P4, que posee, en diferentes
dominios dc la proteína, las actividades helicasa 3’—. 5’, primasa y de unión a DNA
(Ziegelin et al, 1993). De esta manera, la iniciación de la replicación de P4 es
independiente de factores del huésped (Linqvist et al, 1993).
Varias de las proteínas Rep de este tipo de plásmidos presentan el motivo de
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cremallera de leucinas (LZ), que ha sido descrito como motivo de dimerización de
varios factores de transcripción eucarióticos (Landschultzeta/, 1988). Este motivo está
presente en las proteínas Rep de pPSIO, pSCiOI, Pi, F y R6K. Se ha observado que
mutaciones producidas en el motivo LZ pueden conducir a diversos efectos: i) afectar
a la activación de los orígenes de replicación, como en el caso de R6K (Miron et al,
1992); u) incrementar el número de copias plasmídico, como ocurre en pSCiO1
(Ingmer y Cohen, 1993); iii) disminuir la eficiencia de unión de la proteína a su
operador y iv) afectar al número de copias e incluso al rango de huésped, como
sucede en pPSIO (García de Viedma, 1994; Fernández-Tresguerres et al, 1995).
Además del motivo LZ, en las proteínas Rep no se han encontrado motivos típicos
de unión a DNA, con la excepción del motivo ahélice-vuelta-ahélice (HTH) descrito
para la proteína RepA de pPSI0 (García de Viedma, 1994). Para las proteínas TrfA
de RK2 y ir de R6K, se ha observado que mutaciones en su región (3-terminal afectan
a la capacidad de unión a DNA (Cereghino et al, 1994; Greener et al, 1990). La
mayoría de las proteínas Rep de los plásmidos que contienen iterones reprimen
transcripcionalmente su propia síntesis. Tras la unión a los iterones tendrían lugar
interacciones proteína-proteína que serian capaces de regular negativamente la
frecuencia de iniciación de la replicación (Nordstróm, 1990; Kittell y Helinski, 1992).
2.2. Replicación por desplazamiento de hebra
En este tipo de replicación, que ha sido caracterizado para el plásmido RSE1O1O
del grupo lncQ (Seherzinger et al, 1991), la iniciación se produce a partir de dos
secuencias palindrómicas que contienen dos sitios de iniciación de monohebra Qsi):
oriR y oriL, localizados en cadenas opuestas dentro del oriV.
La replicación de RSFIO1O es dependiente de tres proteínas codificadas por el
plásínido: una proteína que reconoce el origen (RepC), una helicasa 5’—~ 3’ (RepA),
y una primasa (RepB; Haring y Scherzinger, 1989). La proteína RepC se une a los 5
iterones del origen y promueve la entrada de la helicasa RepA para la separación
de las hebras, con lo cual quedan expuestos los sitios ssi del oriR y oriL. A
continuación, se produce la entrada de la primasa RepB para iniciar la replicación
(Miao a al, 1993). La replicación se realiza a partir del oriR u oriL, o de ambos
orígenes a la vez, de una manera continua y desplazando la hebra que no es replicada,
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form ando con ello un lazo en forma de “D”. Si la iniciación se produce en un solo
origen, los productos finales son una molécula de dsDNA circular superenrollada y
un círculo de ssDNA desplazado; si se produce en ambos orígenes, los productos son
moléculas de dsDNA circular superenrollado.
2.3. Replicación tipo círculo rodante
El modelo actual para este tipo de replicación plasmídica se basa en el modelo
descrito para bacteriófagos de cadena sencilla (Baas y Jansz, 1988). Es característico
de muchos plásmidos de pequeño tamaño y alto número de copias de bacterias
gram(+). De hecho, en un principio se pensaba que era exclusivo de este tipo de
plásmidos, aunque ya se han descrito varios ejemplos de replicación por círculo
rodante (RC) en plásmidos aislados de bacterias gram(-) (Gielow et al, 1991; Gigliani
et al, 1993; Kieanthous el al, 1991; Yasukawa et al, 1991).
La replicación se realiza de un modo unidireccional y asimétrico, ya que la
síntesis de la cadena líder y retrasada están desacopladas. La iniciación de la
replicación la lleva a cabo una proteína codificada por el plásmido, denominada
genéricamente Rep, que introduce una rotura específica en la hcbra( ±),dentro del
origen de cadena doble (dso). El ataque mediado por Rep, genera un grupo 3’-OH
libre que será usado como “primer” por la DNA polímerasa 111, para la síntesis de la
cadena líder. La cadena(±)parental va siendo desplazada a medida que se sintetiza
la cadena( ±)nueva hasta alcanzar la región dso inicial. A continuación, se produce
una rotura y posterior unión de la cadena parental desplazada, que hasta este
momento habría estado cova~entemente unida a ~a cadena de nueva síntesis. La
terminación de la síntesis de la cadena líder genera una molécula dsDNA completa
y un intermediario de ssDNA (te Riele et al, 1986). La conversión del ssDNA circular
de la cadena parental a dsDNA se realiza a partir del reconocimiento del origen de
cadena sencilla (sso) por factores del huésped (Novick, 1989). El mecanismo de
replicación R(’ se discutirá con más detalle más adelante, ya que es el mecanismo
seguido por el plásmido pLS 1, objeto de nuestro trabajo.
2.4. Replicación dirigida por proteínas terminales
Este tipo de replicación es característico de plásmidos lineales que tienen una
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proteína unida covalentemente a sus extremos 5’. El mecanismo parece ser similar al
descrito para el fago ~29 de Bacillus subtilis (Salas. 1991): la replicación se inicia por
la interacción dc una proteína terminal libre con la proteína terníinal unida a los
extremos 5’ del DNA. siendo aquélla la que proporciona el grupo 3’-QH que será
usado por la DNA polimerasa del fago para incorporar cl primer nucleátido. Se ha
propuesto un nuevo mecanismo en el cual, el primer nucícótido incorporado
correspondería al segundo del DNA molde (Méndez et al, 1992). El complejo de
iniciación (formado por la proteína terminal, la DNA polirnerasa y el DNA) se
deslizaría hacia atrás sobre la hebra de DNA localizando correctamente el nucleótido
en la posición 1 del molde. Por desplazamiento de hebra, se irían incorporando los
siguientes nucleótidos en la elongación.
Algunos plásmidos lineales con proteínas terminales unidas a sus extremos 5’
(como el plásmido pSLA2 de Streptoinyces rochci; Chang y Cohen, 1994) parecen
constituir una excepción al anterior modelo: su replicación se produce
bidireccionalmente a partir de un origen de replicación interno. En el caso de pSLA2,
los intermediarios de replicación son moléculas dúplex lineales con extremos 5’
recesivos; los extremos 3’ protuberantes podrían servir como moldes para la síntesis
de la cadena retrasada, cuyo “primer” se lo proporcionaría la proteína terminal unida
covalentemente al extremo 5’ del DNA (Chang y Cohen, 1994).
3. SISTEMAS DE CONTROL DE LA REPLICACIÓN PLASMIDICA
Durante el crecimiento exponencial de una población bacteriana dada, los
plásmidos presentan un número de copias definido (N). El valor de N es característico
para cada huésped y bajo unas condiciones de crecimiento determinadas (Novick,
1987; Nordstróm, 1990). Los plásmidos poseen la capacidad de regular la frecuencia
de iniciación de la replicación, mediada por sistemas de control negativo capaces de
“sentir” y corregir fluctuaciones en el número de copias (Novick, 1987). Muchos
plásmidos poseen además, mecanismos de partición que van asegurar que cada célula
hija reciba como mínimo una copia de las moléculas plasmídicas después de la
división celular. En una situación de equilibrio, el número de replicaciones por copia
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plasmidica es exactamente uno por generación celular. Si, por alguna razón, el
número de copias es mayor que el valor del equilibrio, la frecuencia de replicación
se ajustará a un valor menor que uno por copia plasmídica y generación celular. Por
el contrario, si el núniero de copias se reduce, la frecuencia de replicación será mayor.
El modelo de regulación del valor de N está basado en la inhibición (Pritchard et al,
1969) y se puede ajustar a dos tipos de funciones: i) una función hiperbólica, si la tasa
de replicación es inversamente proporcional a la concentración de inhibidor; u) una
función constante, si pequeños cambios en la concentración del inhibidor causan una
respuesta de todo o nada sobre la replicación (Nordstróm et al, 1984). El paso
limitante de la regulación es la iniciación de la replicación. Los plásmidos ejercen su
control negativo usando diferentes sistemas: RNAs antísense, proteínas represoras y
repeticiones directas del DNA (iterones) que son sitio de unión para proteínas Rep.
En los dos primeros casos, la regulación se realiza controlando la síntesis de proteínas
Rep, limitantes de tasa, o la transición de un RNA precursor a “primer” de la
iniciación de la replicacion.
3.1. Control mediado por RNAs antisense
Por lo general, se trata de pequeños RNAs, de vida media corta, sintetizados a
partir de un promotor constitutivo en dirección opuesta al RNA precursor del “primer”
o al mRNA para la síntesis de la proteína Rep, recibiendo entonces, el nombre de
RNAs contratranscritos (ctRNAs; Novick, 1987). Por medio de la formación de un
RNA dúplex, pueden regular el procesamiento del RNA precursor (ltoh y Tomizawa,
1980) o la expresi~n de la proteína Rep limitante de tasa (Wornble y Rownd, 1986).
En este caso, también pueden realizar un bloqueo directo del sitio de unión de los
ribosomas (Kim y Meyer, 1986; del Solar y Espinosa, 1992). Los casos mejor
conocidos son los de los plásmidos CoIEI y pT [SL
La iniciación de la replicación en CoIEl requiere la síntesis de un RNA “pre-
primer” de 550 nl, el RNA II, por la RNA polimerasa y su posterior procesamiento
por la RNasa 1-1, cuando el duplex DNA-RNA II adopta una conformación adecuada.
La regulación de la iniciación la lleva a cabo el RNA 1, RNA antisense de 108 nt,
complementario al extremo 5’ del RNA II. La hibridación entre los dos RNAs altera
la estructura secundaria del RNA 11, con 1<) cual éste no hibrida con el I)NA y no es
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procesado por la RNasa H. La interacción inicial entre el RNA 1 y el RNA 11 se
realiza en los lazos monocatenarios de las estructuras secundarias (“kissing complex”).
Los complejos iniciales son inestal)les y reversibles. La interacción de la proteína
Rorn (o Rop), codificada por el plásmido, incrementa unas 100 veces la estabilidad
del complejo (revisado por Eguchi et al, 1991).
En el caso de pTl8l, plásmido que replica por el mecanismo RC, la expresión
de la proteína iniciadora RepC está controlada por dos pequeños ctRNAs que poseen
el mismo extremo 5’ y distinto extremo 3’ (Novick et al, 1984). Estos RNAs son
complementarios a la región líder del mRNA de repC (Kumar y Novick, 1985). La
interacción entre ctRNAs y el mRNA rep se realiza a través de los lazos de las
estructuras secundarias que pueden formar ambos RNAs. Esta interacción podría
inducir la formación de una estructura semejante a la de un terminador
transcripcional cii un lugar del mRNA rep situado a 5’ del inicio de la traducción de
RepC (Novick el al. 1989). La generación de esta estructura conduciría a una
terminación prematura de la síntesis del mRNA. Así, un mecanismo indirecto de
terminación/atenuación regularía la expresión de la proteína de iniciación. La base
de este modelo está en las distintas estructuras que podrían formar los elementos de
secuencia 1, II, III y IV del mRNA de repC (Fig. 1). Las secuencias 1 y II podrían
aparear entre sí, formando la estructura tallo-lazo implicada en la interacción con el
ctRNA. Las secuencias [11y IV son complementarias entre sí. A su vez, la secuencia
1 comparte 9 bases con la secuencia IV (que contiene la señal de iniciación de la
traducción de repá’) y por lo tanto, puede aparear con el elemento III. En presencia
de los ctRNAs, los elementos 1 y 11 formarían una estructura tallo-lazo que
interaccionaría, a través del lazo, con la estructura secundaria del ctRNA. Los
elementos 111 y IV se mantendrían apareados, formando una estructura tallo-lazo
seguida en 3’ por una secuencia AU~, que funcionaría como un terminador
transcripcional, causando la terminación prematura (atenuación) del mRNA rep. En
ausencia de los ctRNAs, la interacción entre 1 y II se rompería al ir prouresando la
transcripción del mRNA repC, y se formaría una estructura más estable con la
interacción de los elementos 1 y III, con lo cual el sitio de unión a los ribosomas
(situado en el elemento IV) quedaría accesible para que se produzca la iniciación de
la traducción de repC.
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Figura 1. Control de la replicación de pTl8l mediado por RNAs contratranscritos Se muestra el mRNA
repC (línea de trazo grueso) con los elementos 1, 11, lii y IV (línea extragruesa) y el ctRNA (línea de
trazo fi¡io). En presencia del ctRNA, los elementos 1 y II formarían una estructura tallo-lazo que
interaccionaría con la estructura secundaria del cLRNA. Los elementos III y IV se mantendrían apareados
formando una estructura tallo-lazo seguida por la secuencia AU6, la cual funcionaría como un terminador
transcripcional del mRNA rcpC. En ausencia del ctRNA, los elementos 1 y III podrían interaccionar
formando una estructura más estable, que evitaría la formación del terminador iranscripcional.
3.2. Control mediado por proteínas represoras
Este mecanismo de control es poco frecuente, dado que la regulación ideal debe
ser realizada por elementos de vida media corta (RNAs) que pueden responder
ágilmente a fluctuaciones en el número de c<)pias plasmídicas. El caso mejor conocido
es el de >dv, cuya replicación está limitada bien por la utilización de la proteína O o
bien por la activacion transcripcional del origen de replicación (situado dentro del gen
O). La proteína Cro (o ‘[‘of), producto del primer gen del operón O (que contiene los
genes cro/tof, O y 1’) es el represor transcripcional de este operón, con lo cual SC
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autorregula y puede modular la frecuencia de iniciación (Lee y Bailey, 1984a, 1984b).
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3.3. Control mediado por iterones
Los plásmidos que contienen iterones regulan su replicación a través de la unión
de las proteínas Rep a varias repeticiones directas, situadas en el origen de replicación
y a veces, en otro lugar del replicón básico, fuera del origen. Muchas de las proteínas
Rep de estos plásmidos se autorregulan o están bajo control transcripcional (Kittell
y Helinski, 1992). Se han propuesto tres modelos para el control del número de copias
de los plásmidos con iterones:
a) Los iterones titulan la proteína Rep, limitante de tasa, reduciendo ~udisponibilidad
para el origen (‘Vsutsui et al, 1983). Este modelo no soluciona dos problemas: i) la
mayoría de estas proteínas Rep son autorregulables, y una titulación implicaría una
derrepresión; u) un rápido incremento de la proteína RepA de Pl no conduce a un
incremento del número de copias (Pal y Chattoraj, 1988).
b) Existen dos formas de la proteína Rep: una estaría implicada en autorregulación
y la otra seria activa en iniciación (Trawick y Kline, 1985). Alternativamente, los
iterones del origen tienen distinta afinidad por ~a proteína Rep que los iterones
situados al inicio de la transcripción del gen rep (Chattoraj ci al, 1985). Hasta el
momento no hay una evidencia directa de la existencia de dos formas de la proteína
Rep físicamente distintas o funcionalmente distinguibles (Kittell y Helinski, 1992).
e) Las proteínas Rep unidas a los iterones pueden interaccionar entre sí causando un
impedimento estérico que bloquearía la iniciación de la replicación. Este fenómeno
podría ocurrir en cis entre los iterones del oh y (le la región de control, curvando el
DNA (“looping”; Pal y Chattoraj, 1988) o puede ocurrir entre los iterones de varios
orígenes en írans (“handcuffing”; McE’achern et al, 1989: Kittell y l-lelinski, 1992).
3.4. Control mediado por RNAs antisense y proteínas
En algunos casos, la regulación de la replicación se realiza por la acción
combinada de un represor transcripcional y un RNA antisense (del Solar et al, 1995b).
Se ha estudiado con cierto detalle en los plásmidos Rl y pLSi.
El control de la replicación de Rl se realiza a nivel de la expresión de la proteína
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RepA. La transcripción del gen repA está controlada por dos promotores: uno distal
que es constitutivo y otro proximal que, en condiciones normales, está totalmente
reprimido por la proteína CopB, cuyo gen está localizado entre ambos promotores.
El control post-transcripcional está mediado por CopA, ctRNA complementario a la
región líder del mRNA de repA o CopT. La interacción entre ambos RNAs impide
la síntesis de un péptido líder, Tap, al cual está acoplada la traducción de RepA. La
proteína CopB podría tener un papel accesorio en el control de la replicación,
actuando en situaciones en las que el valor de N disminuya mucho respecto al normal
o en el establecimiento inicial del plásmido (revisado por Nordstrñm y Wagner, 1994;
Wagner y Simons, 1994).
El plásmido pLSI codifica dos elementos que actúan en trans y que regulan su
número de copias: la proteína CopG y el RNA II (del Solar y Espinosa, 1992). A nivel
transcripcional, la unión de la proteína CopG a su operador, situado en el promotor
~cr’ reprime la síntesis del mRNA a partir del cual se transcriben los genes copG y
repB. A nivel traduccional, el control de la replicación se realiza por inhibición directa
tras el apareamiento del RNA II (ctRNA complementario a la región 5’ del mRNA
cop-rep) con el sitio de unión a los ribosomas de repB (Fig. 2). El modelo de control
de replicación de pLSI (del Solar y Espinosa, 1992) propone que cuando el plásmido
coloniza un nuevo huésped, o cuando N está por debajo de un cierto valor (N < 22),
el promotor P,, no sería reprimido por CopG, con lo cual aumentaría la tasa de
síntesis del mRNA cop-rep y se produciría tín rápido incremento de N.Si el valor de
N fuese mayor que el correspondiente al del estado de equilibrio (N = 22), se
poduciría una acción combinada entre la represión de CopG y el aumento en la dosis
del RNA II ya que al ser sintetizado constitutivamente, su concentración sería
l)roPorcional a N. La proteína CopG mantendría los niveles de mRNA cop-rep dentro
de ciertos límites y el RNA II corregiría las fluctuaciones en el valor de N. Evidencias
recientes dc ntiestro laboratorio indican que el control de la replicación de pLSl es
realizado por el circuito de regulación entero: el represor transeripciorial, CopG y el
ctRNA, RNA II (del Solar e,’ al, 1995a).
Aunque el control primario de la replicación plasmídica se realiza a nivel de la
iniciación de la síntesis de la cadena líder, podrían existir otros modos de acción a
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F¡gura 2. Control de la replicación de pLS1 mediado por un ctRNA y una proteína represora. A nivel
transcripeional, la unión de la proteína CopG a su diana, situada en el promotor tcr’ reprime la síntesis
del mRNA de los genes copG y repB (línea extra-gruesa). A nivel traduccional, el control de la replicación
se realizaría por inhibición directa tras eí apareamiento del ctRNA (línea fina) con eí sitio atípico de
unión a los ribosomas (a.r.b.s.) de repB.
nivel de la elongación o en la iniciación de la síntesis de la cadena retrasada en los
plásmidos con replicación RC. Se ha observado que la tasa de elongación se ve
afectada por cambios en la secuencia de I)NA: la inserción de secuencias de
terminación de 22 pb en plásmidos pUC ha tenido efectos sobre el valor de N
(Hidaka et al, 1988). Del mismo modo, la eficiencia de iniciación en la conversión de
ssDNA a dsDNA puede afectar a N (Gruss a al, 1987; del Solar et al, 1987b).
Existen otros factores secundarios que pueden modular la replicación, aunque no
son elementos capaces de corregir fluctuaciones en el valor de N, por lo que no se
consideran como verdaderos elementos reguladores. Algunos de éstos son:
a) Secuencias plasmídicas que actuan en cts, como son el locus cmp de pTi8l, que
parece influir en la eficiencia de utilización de la proteína Rep (Genriaro y Novick,
Pa copO
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1986), y los sitios GA~l’C del origen de replicación de Pl, que deben estar metilados
para que se produzca la replicación (Abeles y Austin, 1987).
b) Factores codificados por el cromosoma del huésped: el locus pcnB de Escherichia
coli reduce el valor de N de pBR322 (U)pilato et al, 1986). Por el contrario,
mutaciones en el locus recD de E.coli incrementan el valor de N de ciertos plásmidos
(Seelke et al, 1987).
e) Proteínas del huésped como son IHF (Stenzel et al, 1987) y DnaA de E.coli que
está implicada en la iniciación de la replicación de muchos plásmidos.
d) Cambios en el superenrollamiento del DNA plasmídico, los cuales afectan la
eficiencia de iniciación de la replicación (Minden y Marians, 1985). Asimismo, el
aumento de la transcripción a través del origen en dirección opuesta a la de la
replicación puedeíi reducir la eficiencia de ésta (Steuber y Bujard, 1982).
4. REPLICACIÓN TIFO CÍRCULO RODANTE
Este tipo de replicacióíi fue descrito por primera vez para bacteriófagos de
cadena sencilla (#X ¡74, M 13, fd> por Gilbert y Dressler (1968). La proteína iniciadora
de la replicación está codificada por el fago: proteína del gen A, GpA, en los fagos
isométricos QpX 174, G4) y la proteína del gen II, gpII, para los fagos filamentosos
(M13, fI, fd). La proteína iniciadora corta la hebra viral (VS) de la forma replicativa
(RF) del DNA en un lugar específico, el origen de síntesis de la hebra viral. El corte
del DNA, mediado por la proteína, genera un grupo 3’-OH libre que será extendido
por la DNA polimerasa III. En el desenrollamiento del DNA de los fagos isométricos
participan la proteína rep-helicasa de E.coli y la proteína GpA. Esta proteína queda
unida covalentemente al extremo 5’-fosfato del sitio de corte, y separa la hebra viral
parental corno un círculo rodante que gira alrededor de la hebra complementaria
mientras avanza la replicación. Al finalizar el ciclo de replicación, la proteína GpA
corta el origen regenerado y se ligan los extremos 3’ y 5’ de la hebra viral parental,
formando un círculo monocatenario que estará cubierto por SSE (proteína de unión
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a ssDNA de E.coh). Este intermediario será posteriormente convertido en una
molécula bicatenaria covalentemente cerrada: la forma replicativa RF. La proteína
OpA se transfiere a la hebra viral nueva e inicia nuevas rondas de replicación.
En el caso de los fagos filamentosos se sigue un mecanismo similar, con la
salvedad de que la proteína gpIl no se une covalentemente al 5’-fosfato en el sitio de
corte sino que forma un complejo más lábil con la hebra complementaria (Meyer y
Geider, 1982). Para la conversión de la VS monocatenaria en RE bicatenaria, la RNA
polimerasa en los fagos filamentosos o el primosoma en los fagos isométricos,
sintetizan un RNA “primer” que será elongado por la DNA polimerasa III usando
corno molde la VS hasta alcanzar el extremo 5’ del “primer”. A continuación, se
elimina el RNA “primer” gracias a la actividad exonucleasa 5’—. 3’ de la DNA
polimerasa 1 y se polimeriza el DNA restante hasta completar una molécula
bicatenaria RF (Rasehed y Oberer, 1986; Baas y Jansz, 1988).
La replicación tipo RC se describió posteriormente en un grupo de plásmidos de
pequeño tamaño y alto número de copias aislados de bacterias gram( ±),si bien se
han descrito plásmidos de bacterias gram(-) con este mecanismo de replicación
(Gielow et al, 1991; Gigliani ci al, 1993; Kleanthous eta!, 1991; Yasukawa et al, 1991).
Se ha puesto de manifiesto que el mecanismo de replicación RC y la producción de
ssDNA como intermediarios de replicación estimulan en gran medida la capacidad de
recombinaci~n intra- e interpíasmidica, facilitando también su diseminación entre
bacterias (Gruss y Ehrlich, 1989). Este supuesto, junto con la observacion de la
estructura genética de varios plásmidos de estafilococos, llevaron a la hipótesis de que
los plásmidos con replicación RC estarían construidos como cassettes de genes (Projan
y Novick, 1988), que corresponderían a módulos genéticos intercambiables entre los
distintos plásmidos. El grado de homología de los distintos módulos puede variar, pero
en todos los casos, es significativamente alto. El único módulo esencial es el que lleva
las funciones de replicación de la hebra líder. Se han definido algunos módulos
principales (del Solar et al, 1993c): i) la región de control e iniciación de la hebra
líder (LIC); u) el determinante de resistencia a antibióticos (DEL); iii) el origen de
cadena sencilla (550); iv) la región implicada en movilización conjugativa y
recombinación (MOB/PRE) (PriThe y Lacks, 1989). Como ejemplos se pueden citar:
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4.1. Origen de replicación de la cadena líder (<¡so)
El origen de la cadena líder o <¡so [también llamado ori( +)] se encuentra situado
“corriente arriba” o dentro de la región codificante para la proteína Rep. Contiene las
secuencias de I)NA reconocidas específicamente por la proteína Rep para que se
produzca la iniciación y la terminación de la síntesis de la cadena líder. La mayoría
de los orígenes, quizás con la excepción de pUBlIO, poseen secuencias con
potenciales estructuras tallo-lazo (Gruss y Ehrlich, 1989). El dso de los miembros de
la familia de pTl8i se puede dividir funcionalmente en dos regiones (Fig. 4). Una de
ellas, con capacidad de generar una estructura tallo-lazo (IR-li), contiene el sitio de
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Figura 4. Modelo de interacción RepC-dso para pTl8l. Se muestra la unión simétrica del dímero de
RepC a la repetición invertida IR-lil, que se indica con flechas. Se muestra como una subunidad de RepC
se une de ¡nodo asimétrico a la estructura cruciforme IR-II que contiene el sitio de corte indicado (“nick
site”). Las letras obscuras representan los nucícótidos que corresponden a la hebra líder de pTl8l, y las
letras claras representan los nucleótidos correspondientes a la cadena retrasada. (Figura tornada de Wang
cl u!, 1993).
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corte y se conserva entre los plásmidos de la familia. La otra región es adyacente en
3’ a la anterior, contiene el sitio de reconocimiento de la proteína Rep, y es específica
para cada plásmido (Koepsel el al, 1986). El dso de pTl8l contiene tres pares de
repeticiones invertidas (IR—I, -II y -111) capaces de formar estructuras del tipo tallo-
lazo (Gennaro et al, 1989). El par central, IR-II, contiene el sitio de corte para la
iniciación y puede formar una estructura cruciforme in vivo e iii vitro, promovida o
estabilizada tras la unión de la proteína RepC (Noirot ci al, 1990). El elemento IR-
III no está conservado entre los miembros de la familia y constituye el determinante
de especificidad en el reconocimiento del origen. Para el reconocimiento de la
proteína RepC sólo se requieren los primeros 11 nucleótidos del elemento IR-tu, que
comprenden el brazo proximal y la región central de la estructura diada (Fig. 4; Wang
et al, 1993>. Por el momento, el papel de IRI es desconocido.
4.2. Proteínas dc replicación (Rep)
Las proteínas Rep, codificadas por los plásmnidos, son las encargadas de la
iniciación de la replicación, ya que al reconocer una secuencía específica del <¡so
producen una rt)tura en una de las hebras del DNA, generando el extremo 3’-OH que
será usado como “primer”, quizás por la DNA polimerasa III, para la síntesis de la
cadena líder. La proteína GpA de ~XI74, así como Jas proteínas Rep de los plásmidos
pTl8l y pC22l permanecen unidas covalentemente al extremo 5’-fosfato generado tras
la reacción de corte (Langeveld el al, 1978; Thomas et al, 1990). Sin embargo, hasta
el momento no ha sido demostrada la existencia de un enlace covalente para la
proteína gpII del fago fi y fagos filamentosos relacionados (Meyer y Geider, 1979).
Las proteínas Rep actúan en traus, poseen actividades de endonucleasa específica y
de polinucleotidil-tran.sferasa, y son esenciales para la replicación del plásmido. Por
lo general, su síntesis constituye la etapa liniitante del proceso replicativo. Las
proteínas Rep de los plásmidos de la familia de ~[l81 poseen un 75-85% de
identidad en la secuencia de aa. Sin embargo, presentan dos regiones con un alto
grado de divergencia: la región N-terminal de Ja secuencia codificante, que
corresponde al <¡so y una región localizada en el extremo C-terminal, que comprende
un segmento de 6 aa y constituye el determinante de especificidad de la proteína
(Projan y Novick, 1988; Dempsey el al, 1992; Wang ci al, 1992). Entre las dos regiones
divergentes, se encuentra una región central altamente conservada que contiene la Tyr
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implicada en la unión covalente al DNA durante la iniciación de la replicación
<Thomas ci’ al, 199<)). Además de participar en la iniciación, las proteínas Rep
participan en la terminación de la replicación, como se ha demostrado para ~X174
(van der Ende ci’ al, 1982), fd (Meyer et al, 1981) y pTl8i (Murray et al, 1989).
Recientemente, se ha propuesto un modelo para la terminación de la replicación en
pTiS] (Rasooly y Novick, 1993), en el cual la subunidad intacta del homodímero de
RepC produce un nuevo corte en la cadena nueva sintetizada (tras alcanzar el <¡so
reconstituido y proseguir unos nucleótidos más) y por medio de un intercambio de
hebras se libera una molécula dsl)NA completa, un intermediario de ssDNA circular
y un Lieterodímero de RepC compuesto por una molécula intacta y otra unida a un
pequeño oligonucleótido (Rasooly et al, 1994a).
Por otra parte, y en base a datos genéticos, se ha propuesto (Noirot-Gross et al,
1994) que la proteína iniciadora de la replicación de pC194, RepA, podría poseer dos
centros catalíticos no equivaientes que romperían enlaces [osfodiéster por dos
mecanismos diferentes, transesterificación e hidrólisis. Predicciones de ordenador
muestran que las proteínas Rep de la familia de pC194 poseen cinco regiones
conservadas. La región IV muestra homología con el centro activo de la proteína GpA
de ~X174, y dos de los aa conservados del sitio activo de la proteína RepA de pC194
(Tyr214 y Glu2 lO) se encontrarían localizados en una región dc ~-hé1ice de la
proteína. Sin embargo, hasta el momento las únicas proteínas Rep de [a familia de
pC194 que han sido purificadas son la proteína RepK de pKYM (Ozaki ci al, 1994)
y más recientemente la proteína RepU de pUBlIO (Múller cl al, 1995V Parece ser
que la proteína RepK se une específicamente como monómero al <¡so de pKYM y
que, a diferencia de lo que ocurre con la proteína RepC de pTl8l (Wang eta!, 1992),
RepK no induce una curvatura del DNA tras su unión a la región del origen (Ozaki
et al, 1994>. Desafortunadamente, la proteína RepK purificada perdió la capacidad
para introducir un corte monocatenario en el sitio de iniciación de la replicación del
DNA (actividad de corte) tras usar para su purificación tina colunina (le heparina—
sefarosa (Ozaki ci al,1994).
Ilyina y Kooniíi (1992) han identificado motivos conservados entre las proteínas
Rep y las proteínas Mob, éstas últimas relacionadas con la transferencia conjugativa
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de DNA plasmídico. El motivo 1 (cuya secuencía consenso es: FUtItXXX o
FUuypXXX, donde U representa un residuo hidrofóbico y X, cualquier residuo) está
presente sólo en la región N-terminal de las proteínas Rep y no se le ha asignado
función alguna. El motivo 2 (XpHUHuUUX o XuHUHaUUX), contiene dos His
conservadas en un entorno hidrofóbico y, por analogías con metaloenzimas, podría
estar implicado en la coordinación de iones metálicos requeridos para la actividad de
estas proteínas. Finalmente, el motivo 3 (UXXYUXkXXX o UXXVUXhXXX), está
localizado en la región (7-terminal de las proteínas Rep y en el extremo N-terminal
de las proteínas Mob, que contendría el residuo Tyr conservado, implicado en la
unión covalente al DNA. Como se dijo anteriormente, las proteínas Rep no presentan
motivos típicos de unión a l)NA, aunque se ha postulado un motivo LZ. en la proteína
RepB de pLSl (de la Campa ci al, 1990). Para los plásmidos pTl8l y pC221 se ha
demostrado la existencia del determinante de especificidad en 6 aa de la región C-
terminal de sus proteínas (Wang ci al, 1992), localizándose el residuo Tyr activo en
la región central (Thomas cí al, 1988). Parece que la región C-terminal de la proteína
gpII del fago fi, podría estar implicada en la regulación de la replicación, ya que se
ha comprobado que la proteína del gen X, sintetizada a partir de un codón de
iniciación interno del gen 11 (idéntica a un tercio del C-terminal de gp1t), es un
potente inhibidor de la síntesis in vivo del DNA del fago (Fulford y Model, 1988).
4.3. Origen de replicación de la cadena retrasada (swo)
El origen de cadena sencilla [sso u ori(-)] contiene el sitio de iniciación para la
síntesis de la cadena retrasada. El sso se encuentra situado en la misma hebra que eJ
<¡so, aunque separado físicamente de él. Se localiza dentro de una región no-
codificante altamente estructurada y su actividad es dependiente de orientación (Gruss
ci al, 1987; del Solar eta!, 1987b, 1993a; Novick, 1989). Basúndose en homologías a
nivel de DNA, se han descrito dos tipos principales de sso: ssoA represcutado por los
plásmidos pTl8J (Gruss ej al, 1987) y pLSl (del Solar et al, 1987V); y .ssoú de
ptJBlIOy pMVI5S <van derLelieua/, 1989). Muchos sw son específicos de huésped
y en algunos casos corno en S.aureus (Gruss e,’ al, 1987), S.pnewnoniae (del Solar e,’
al, 1987b; Kramer a al, 1995) y Streptomyces lividans (Deng a al, 1988), la deleción
del sso causa acumulación de ssDNA, disminucion del número de copias y/o
inestabilidad segregacional plasmídica,
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4.4. Modelo dc replicación por círculo rodante
El modelo actual para explicar el mecanismo de replicación tipo RC (Ng. 5) está
basado principalmente en los plásmidos, pTl8l, pC221 y pLSl (Rasooly y Novick,
1993; Rasooly u al, 1994a, 1994b; I)empsey a al, 1995; del Solar el al, 1987b, 1993c).
Se pueden distinguir tres etapas principales: iniciación y elongación de la síntesis de
la cadena líder; terminación de la replicación de la cadena líder, y replicación de la
cadena retrasada (conversión de ssDNA en dsDNA).
3 o~ Pot lii
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He 1 case
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Figura 5. Modelo de replicación por el mecanismo de círculo rodante. La proteína Rep (~) reconoce
UNA superenrollado, introduciendo una rotura específica dentro del origen de replicación de la
cadena( -e) (dso). El extremo 3’-OH generado, será usado corno “primer” para la síntesis de la cadena líder
nueva (línea disconrinua). La proteína Rep permanece unida covalentemente al extremo 5’]’ de la cadena
parental( -e), mientras ésta va siendo desplazada. Cuando la horquilla (le replícación alcanza ci dso
reconstituido, termina la síntesis de la cadena líder y se produce la circularización y liberación de la
cadena parental( ±)desplazada como intermediario de ssDNA. La conversión de ssDNA a dsDNA se
produce tras el reconocimiento dcl sso ( Á ) por la RNA polirnerasa del huésped para la iniciación de la
cadena(-).
Iniciación y elongación de la cadena líder
La unión asimétrica (leí homodíniero dc RepC (Ng. 4) (le pTl8i al sitio de
reconocimiento del ciso induce la formación de una curvatura en el DNA entre los
Rep
elementos IR-II e IR-hl (Koepsel y Khan, 1986), e incrementa la extrusión de la
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estructura tallo-lazo de IR-II, que contiene la secuencia específica de corte (Noirot
et al, 1990; Wang ci al, 1993). Una de las subtínidades de RepC introduce un corte
específico de sitio en la cadena( +) y queda unida covalentemente al extremo 5’ del
sitio de corte mediante un enlace tirosil-fosfodiéster (Thomas eta!, 1990). La reacción
de corte genera el extremo 3’-OH que sería usado por la DNA polimerasa III para
sintetizar una nueva cadena( ±)usando como molde la cadena(-) del plásmido. Al
mismo tiempo, la cadena( +) parental se iría desplazando mediante la acción de una
helicasa del huésped, mientras que la proteína SSB cubriría la hebra parental
desplazada como ssl)NA. La replicación continúa hasta reconstituir el <¡so y se
extiende unos 12 nuclcótidos más allá.
Terminación de la replicación de la cadena Líder
Como la replicación de la hebra líder se extiende unos nucícótidos más allá del
<¡so reconstituido, la subunidad de RepC intacta iniciaría una reacción de transferencia
de hebra mediante introducción de un corte en el nuevo <¿so sintetizado y unión a los
12 nt extra. El modelo actual de terminación (Rasooly y Noviek, 1993) postula que
el grupo 3’-OH que se ha generado ataca al <¡so parental, produciendo un nuevo 3’-
OH que atacará el enlace entre la subunidad de RepC que inició la replicación y el
DNA parental (Fig. 6). Al final, se obtendrían como productos de replicación una
molécula dsDNA reconstituida, un intermediario de ssDNA y un heterodímero de
RepC [constituido por dos subunidades de RepC, una de las cuales (RepC*) lleva
unida covalentemente un corto oligonucleótido], que es inactivo en replicación. Los
autores han demostrado que este mecanismo de inactivación de la proteína Rep se
pro(luce en otros miembros de la familia (le pTl8 1 tanto en [{sub,’ilis como en
S.aureus (Rasooly et al, 1994a). Recientemente, Múllíer et al (1995) han sugerido que
la proteína RepU de pUBlIO podría ser convertida durante la replicación en un
hetero-oligómero inactivo RepU~ReptJ*, limitando con ello la cantidad de proteína
RepU útil para iniciación de la replicación, del mismo modo que ocurre para pTl8l.
Como ya se ha indicado, el sitio activo de la proteína RepA de pC194 podría
estar compuesto por dos centros catalíticos que actúan sobre los enlaces fosfodiéster
mediante dos mecanismos distintos: transesterificación, con]o en las topoisomerasas
e hidrólisis, como se ha descrito IMiTa algunas exo- y endonucleasas. Basándose en el
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Figura 6. Modelo de terminación de la replicación del plásmido pTl8l. A. Diagrama de la configuración
esperada de una molécula de DNA plasmídica hacia el final de un ciclo de replicación. Una subunidad
(sombreada) del dímero de RepC está unida covalentemente al extremo 5’ de la hebra desplazada y el
punto de crecimiento de la hebra naciente (flecha) está proxirno al sitio de corte del dso (C). B. El sitio
de corte ha sido replicado, la cadena líder sc extiende unos nt más allá y la horquilla dcl origen se ha
formado en las cadenas líder nueva y desplazada, así como en la cadena retrasada. La segunda subunidad
de RepC (no sombreada) inicia una reacción concertada de transferencia de hebra (flecha) cortando eí
origen recién sintetizado y quedando unida a un corto oligonucícótido que contiene aproximadamente ¡2
nt dc la mitad 3’ de la horquilla del dro. El grupo 3’-OH generado ataca el dso parental, y el 3’-Oli
desplazado ataca después el enlace viejo RepC-DNA, desplazando a la proteína y restaurando la
continuidad de la hebra( i•) desplazada, que es liberada corno un círculo monocatenario. C. Los productos
finales son: un monómero circular monocatenario que representa la cadena líder desplazada, un
heterodímero de RepC con el oligonucícótido unido a una subunidad, y un monómero plasmídico
bicatenario que contiene la cadena líder nueva. El monómero monocatenario replica después por un
mecanismo independiente, que no implica RepC, para completar eí ciclo. 1). Se muestra la secuencia del
cito alrededor del sitio de corte (“nieL’). Las flechas discontinuas convergentes indican el tallo de la
horq u illa del dso. (Figura toni atía de Rasooly y Novick, 1993).
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análisis de mutantes en los residuos conservados de la proteína RepA de pC194, los
autores (Noirot-Gross el al, 1994) especulan sobre un mecanismo de terminación
distinto al de pTl8i, aunque no descartan una posible inactivación de la proteína
RepA similar a la que se produce en RepC durante la replicación. La replicación se
iniciaría a través del mecanismo de transesterificación, característico de las
topoisomerasas, produciéndose el ataque nucleofílico del grupo hidroxilo de Tyr2l4
sobre el enlace fosfodiéster del DNA, quedando la proteína covalentemente unida al
DNA. El residuo Glu ¡42 podría facilitar el ataque uniendo un ión metálico (Mg2~)
que ayudaría a neutralizar las cargas negativas del sustrato fosfodiéster, como se ha
descrito para la actividad exonucleasa 3’— 5’ de la DNA polimerasa 1 de E.coli (Beese
y Steitz, 1991). Tras una ronda de replicación, el residuo Glu210 activaría una
molécula de agua para que se produzca el ataque nucleofílico sobre el enlace
fosfodiéster de la nueva hebra sintetizada, o promovería indirectamente la activación
de la molécula de agua a través de la quelación de un ión metálico. Una nueva
reacción de transesterificación generaría una molécula de ssDNA y rompería la unión
de la proteína al extremo 5’ del DNA.
Replicación de la cadena retrasada
La iniciación de la replicación de la cadena retrasada se produce tras el
reconocimiento del sso por proteínas del huésped e implica la conversión de ssDNA
en dsDNA (Fig. 5>. Para los plásmidos que poseen ssoA, se ha demostrado que la
replicación de la cadena retrasada no requiere funciones codificadas por el plásmido
(Birch y Khan, 1992), pero sí se necesita el reconocimiento del sso (áwoA o ssou) por
la RNA polimerasa del huésped (Dempsey a al, 1995; Kramer a al, 1995). Se postula
que la molécula ssDNA estaría cubierta por la proteína SSB, excepto en la región del
sso que, al ser altamente estrtícturada, actuaría como señal para su reconocimiento
por la RNA polimerasa. Este enzima sintetizaría tín “primer’ que sería elongado,
posiblemente por la DNA polimerasa III, hasta alcanzar el extremo 5’ del RNA
“primer”. La DNA polimerasa 1 gracias a su actividad exonucleasa 5’—’ 3’ escinde el
RNA “primer’ y polimeriza el DNA restante, cuyos extremos serán ligados por la
DNA ligasa (Geider y Kornberg, 1974; Díaz et al, 1994>.
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Recientemente, se ha determinado in yUrÉ) el sitio de iniciación de la cadena
retrasada para los plásmidos ~l’l8i, pEi94, pSN2 y pUBi l0/pCiQ4 (Dempsey et al,
1995). Para pTl8l y pSN2 se han encontrado múltiples sitios de iniciación dentro, o
cerca, del lazo central conservado de la estructura secundaria del sso. Esta iniciación
múltiple correspondería a un RNA “primer” de tamaño fijo, sintetizado en distintas
posiciones, o a RNAs “primer” de distinta longitud sintetizados a partir del mismo
punto. El punto de iniciación mayor para pE194 se localizó en la secuencia consenso
5’-TAGCGa-3’ del lazo central de la estructura del sso. Para pUBlIO, la iniciación se
produce a partir de un único sitio, que ya había sido definido irz vivo (Boe el al, 1989).
5. FAMILIA DE pLSI
El plásmido pLSl (4408 pb) se construyó mediante deleción del fragmento EcoR!
B (-1122 pb) (Stassi d al, 1981) de su plásmido parental, pMV1S8 (5536 pb), aislado
de una estirpe de S.agalachae (Burdett, 1980). Una de las características mas
relevantes de pLSI, es su amplio espectro de huésped, que viene determinado por la
capacidad dc pLSI de replicar en bacterias gram(±)como S.pneamoniae y B.subtilis
(Espinosa a al, 1982; Lacks et al, 1986), y en bacterias gram(-) como E.coli (Lacks cl
al, 1986). Se conoce la secuencia de DNA completa para ambos plásmidos (Lacks et
al, 1986; van der Lelie eta!, 1989; Priehe y Lacks, 1989). pLSi es el prototipo de una
familia de plásmidos que replican mediante el mecanismo de RC. Desde la iniciación
del trabajo experimental que engloba esta lesis hasta este momento, se han
caracterizado once miembros en esta familia, que incluye una gran variedad de
huéspedes tanto bacterias grarn( +) como gram(-): S.agalacíiae (pMV 158); Laclococeus
ladis (pWVOl, pFX2); S.aureus (pEi94); Lactobacillu.s planiartan (pLB4, pAl);
Laetobacillus cnn-atas (pLC2); Jielicobacter pylor¡ (pl-APK255); Alycoplasma mycoides
(pADB2O1, pKMK 1) y Leuconosíoc lactis (pCl4 II). Los autores que han llevado a
cabo el aislamiento y caracterización de estos plasmidos se indican en la Tabla 1. El
establecimiento (le esta familia se ha realizado tomando como base las homologías
existentes a nivel de la proteína iniciadora y el <¿so (del Solar et al, 1993c).
Tabla 1. Miembros de la familia de pUS].
Plásmido Huésped Aislado en Tarnaño<1jb) Autores”
pMVl5S Strepnococcus agalactiae Estados Unidos 5536 Burdett (1980); Lacks ci al (1986);
Friebe y Lacks (1989)
pWVIJI Lactococcus ladis Países Bajos 2177 Leenihoas e/al (1991)
pFX2 Lactococcus lacas Nueva Zelanda 3536k Xu ti a/(1991)
pE194 Staphylococcus ¿zureas Rumania 3728 11 orinoucbi y Weisblum(1982a);
Villalane ci al (1987)
pLB4 Lacrobacillus plan/anuo Reino Unido 3548 Bates y (ilberi (1989)
pAl Lactobacillus plan/unan Yugoslavia 2820 Vujcic y Topisirovic 1993)
pLC2 Lacwbacillus curvatus Alemania 2489 Klein cf al (-1993)
pHPK255 Helicobacier pylori Reino Unido 1455 Kleanthous cl al (1991)
pADB2O1 Mycoplasn¡a pylori Australia 1717 Bergemann cl al (1989)
pKMKI Mycoplasnza pylor¡ Estados Unidos 1875 King y Dybvig (1992)
pCI4 i 1 Leuconosíce lacas i rianda 2926 (ioffcy el al (1994)
(a) Loa -autores citadoa son loo que han publicado (o corroqido) lo secuonrliu do
(b) LI (amaSo do PFX2 (arr dorlaedo do rrFXl) deberla ser 25Db, si rio se considera
riuclodridos do’ pasiraus
0900 cal do pOlO4, introducido por lur~ autores
Algunas de las características que definen a esta familia son: <¡so localizado
“corriente arriba” del gen mp; presencia de secuencias directamente repetidas
(iterones) en el 4w; existencia de dos elementos de control del número de copias: un
ctRNA y una proteína (Cop), que actúa como represor transcripcional, y transcripción
de los genes cop y rep a partir de un único promotor. Casi todos los miembros de esta
familia presentan la secuencia consenso 5’-TACTACGA-3’, en una región desapareada
de una estructura potencial de tipo tallo-lazo presente en el origen de replicación. Las
proteínas Rep presentan motivos conservados (Ilyina y Koonin, 1992) en sus regiones
N-terminal y central, y una mayor divergencia en la región C-terminal, que podría
estar implicada en ci reconocinlient() y especificidad de unión a DNA como ocurre
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en la familia de pTl8l (Novick, 1989). La región de control de la replicación presenta
analogías a nivel estructural entre los miembros de esta familia: poseen proteínas Cop
pequeñas (45-55 aa) que contienen un motivo ¡(TU, típico de proteínas que se unen
a DNA, y su operador se encuentra cerca o dentro del promotor a partir del cual se
transcriben cop y rep. Codifican pequeños ctRNAs que solapan con la señal de
iniciación de la traducción del gen rep.
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Figura 7. Mapa físico y funcional de pLSI. La región intergénica del plásmido (sombreada) incluye los
orígenes ¿¡so y sso4 Se indican la dirección de la replicación (flechas) de las cadenas líder (¿¡so) y
retrasada (sso), la extensión de las deleciones en pLS5 (A5) y pLSlA24copZ (A24), los promotores
(círculos pequeños), RNAs (flechas onduladas) y los productos génicos (flechas anchas). Se muestran
algunos sitios de restricción y las coordenadas dc corte.
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Tras el estudio de la organización genética del plásmido pMVI58, se han
identificado varios genes que constituyen diferentes módulos o cassettes,
característicos de este tipo de plásmidos: la región de control e iniciación de la cadena
líder (LIC) presenta los genes repB, copG y rna!>’. Existe un determinante de
resistencia a ‘Fc (te¡j, y contiene el gen mob que está implicado en movilización
conjugativa. Curiosamente, pMVI58 posee dos regiones sso (ssoÁ yswoU). El plásmido
pLSl carece de los módulos correspondientes al gen mob y a la región &voU. pLSI
(Fig. 7) replica mediante el mecanismo tipo RC (del Solar et al, 1987b). Trabajos
previos del laboratorio habían demostrado que la proteína iniciadora de la replicación,
RepB, posee actividad topoisomerasa tipo 1-5’ (ver clasificación de topoisomerasas en
Roca, 1995) e introduce un corte especifico de sitio en la región <¡so (de la Campa et
al, 1990). Se postuló que, tras el corte, se generaría un extremo 3’-OH que se usaría
como “primer” para la síntesis de la cadena líder. Como productos de replicación se
han observado moléculas de dsDNA e intermediarios de ssDNA (del Solar a al,
1987a, 1987b). Dentro del <¡so, se han descrito dos estructuras de tipo tallo-lazo, las
Horquillas 1 y II, y tres repeticiones directas de ti pb (Puyet et al, 1988), a las cuales
la proteína RepB se une in vitro sobre DNA lineal (de la Campa el al, 1990). En el
lazo de la Horquilla 1 se encuentra la secuencia consenso 5’-TACTACCA-3’. RepB
reconoce esta secuencia y produce un corte específico entre los nt 448 (0) y 449 (A)
(de la Campa a al, 1990). En la Figura 8 se muestra la secuencia de nucleótidos de
la región LIC de pLSl, con la información relevante para el presente trabajo.
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AAcq”rTTAGGGTczc~GcAqj7kTTAT4TcA’itGGc.ccAGAAATTGjrGTcA}~AATAA~.’GcTATAATccn’rT’1’GA
GGCACCTCAGCGA’1?ACGCT(?CGTCGTCTGAATcTCATTTAcGTAGGGGCACTGGM4&CGCATAGCTCAAI~C
c,GcGcG’rTTCAGTGTCGQGTCTCCGACTGCCTTCACcTTcCGCCTCTAAAGAcCCcTCATAcTTTTCAA’FG
orilodJ, 1
AGATGACCGTT’ECGCCTCTTTTTTGTTTTT<rTAGGGAGATGTTGTGGCCCAT’PTTTTCTCCGAAAAAATCT
-<orqeil o 1
AAAATATCGGCGCGCTACTACGACCCCCCCTATACTGCcGACTGCCAAAATCNAKNAAAAAACCC’CTrTAG
II ¡7
ccTTAGAGcTcczVAGcGTTTcAcccTcGTeAAATc~c9%GAcTT’rTccGcGAcTTzyicGccGAcrfr’rA
-55 ~cr
cAGATTrrTTGcGAAAAATACcAAAAAGAlI§~rGACTGCACCGTTATGGfpA~ft1$\GTTTTATAAAAT
01*
T’rTGAGAGGTcAcGcATcAAjvxAAAGATTcAcGATAAcArrAAGTcAATccGTAcTTCAAAATC¶rTGA~AAA
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AATGGCAACAGAGATGGCGTTATCAAAATCTGCAATGATTTCTGTTGCCTTCCAAAATTACAAGAAACGTC
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AAGAAAAATAAAAAAAGCCGTGCTGaCAeCCACTGGCTAAAGTCAAACAITT ClICGaTA~JtÁj~CTTT
E Y . Y Y 1? C 17 Q A L A Y V Y 1-1 E I.~ 0 1 L Y E
-35
ATGGC’TA7AGAA~ÁCACTTCAGTTTTTTACTTTATCCTGAATCAATTcCAAGC0ACrGG0AGCT
14 A Y E Y A fi Y E 1 E L L Y fi E S Y 1’ 3 u 14 E L
GAAACrrGAAACGCTTGGAGTGCCOATGGCAATTAGTCCATTGCATGATAAGGATAACAGTAGTATCAAAG
K L E 1 E G y E 14 A 1 5 P E it U Y U Y 5 5 Y Y O
GACAAAAATATAAGAAAGCTCArI’ATCATGTGC’rTTATATAGCTAAAAATCCAGTTACTGCAGATACTGTA
O Y Y Y Y A fi Y U y L Y I A Y U E V 1 A u s y
CGTAAAAAGATTAAATTATTGcTTGGTGAAAAAAGWrTGcA.ATGGTGCAGGTTGTTCTCAATGTCCAAAA
fi Y Kl KL LE GE Y SL A MV Q VV EN VEN
TATGTATTTGTArPTAACGCACGAGAOCAAGGACOCTATTGCTAACAAGAAACATGTTTATGATA.AGGCTG
14 Y L Y E 1 1-1 E 5 Y D A 7 A Y Y Y U V Y D Y A D
ATA1AAAGG1NATCAATAATIVT’GATAITGACCGT1ATGTGACGTTAGATGTCGAGGAAAAGAcCGAAcTT
1K LI NNE DI DR Y V T L DV E E Y TEL
1’TCAATGTGG¶nÚGTATcGC1TATTcCIGCOTACACTcTCcAAAATATTTT’rCATtrGTATGATTTCATTCA
E N y y y L Y fi A Y ‘1’ L Q U Y E D E Y 1) E 1 u
CCAAAATCGAGAAACTTATGGGTTGAC1ATAAA1TTGGTTAACCAAG1TATTGCAGGCAAAAG’IGGT1TTA
E N O E 1 Y O L 1 7 U L y N E V Y A O El) O E fi
TGAAAT’I’OT’ItTTTOAcOOAOC’rTATCAACOTAO1AAOcOTGOAAcAAAOAACGAAOAOAOAIAAPJVAOTT
Y I.~ 1 1 O O /k Y q 1? 5 Y fi O 1 Y fi E E E
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GATCTTTOTOAANACTACAGAAAGTAAAOAATOAAAAOAOTAATOCTAACATAOCATTACOOATITTATOA
580
CCOATOATOAAOAAAAGA
FiguraS. Secuencia de nucicótidos desde la coordenada 1 a 1580 dc pL-Sl. Las l-lorquiilas 1, II y lii; y las
tres repeticiones directas (1 t—12—13) del ¿¡so, así como los 1oosibles termina(lores de transcripción se
represenían subrayados enel texto; las secuencias -10 y -35 dcl promotor de los genes c&’p yrcp (~0) del
promotor del RNAI (P,) y del promotor del ctRNA II (1’) se muestran en cajas. Las secuencias de unión
a los ribosomas (5.0. y a.r.h.s.) de los genes copO y rcpB sc representan con líneas discontinuas.
Asimismo se muestra la secuencia de aa de las proteínas CopO y RepE, debajo de la correspondiente
Sectiencia (le nueleotídos.
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Figura 9. Control de la replicación del plásmido pLSl. Se representan eí RNA 1 y el cIRNA 11 (líneas
onduladas), los promotores p1, P~ y ~cr (cajas con punta de flecha) y las proteínas CopG y RepB (flechas
anchas). Se indican las posiciones de los tres iterones (11-12-13; cajas blancas) y las Horquillas 1, II y III;
as¡ como las regiones correspondientes a los orígenes de replicación ¿¡so y ssoA. Mediante líneas
discontinuas (le trazo lino se muestran las interacciones proteína-DNA.
El sso de pLSi es del tipo ssoA, está localizado en una región no codificante (Fig.
7). Posee capacidad para formar una estructura secundaria compleja que contiene la
secuencia consenso 5’-TAGCGT-3’ y el sitio de recombinación interpíasmídico
específico RS8 (Novick a al, 1984; Gruss el al, 1987; del Solar el al. 1987b, 1993a). La
deleción del sso puede reducir el número de copias plasmidico, causar inestabilidad
segregacional y acumulación de ssDNA (del Solar el al, 1987b, 1993a). La proteína
CopG, codificada por el plásmido, es un represor transcripcional con un motivo HTH
(del Solar ci’ al, 1989), que regula su propia síntesis y la de la proteína iniciadora,
uniéndose a un elemento simétrico de 13 pb situado en la región -35 del promotor ~
(del Solar ez al, 1990). El determinante de resistencia a Te, el gen tel, presenta
homología con el gen tu del plásmido pTlSl (Khan y Novick, 1983), aunque en el
C~5() de pLS 1 st, expresíon es constitt¡tiva, y no inducible por el antibiótico como en
p1r181. Por último, hay que señalar la existencia de dos RNAs antisense en pLS 1: el
RNA 1, localizado entre ambos orígenes y de momento, sin función conocida; y el
RNA II, ctRNA complementario a la región 5’ del mRNA cop-rep, que regula a nivel
traduccional la síntes¡s de la proteína iniciadora de la replicación. Un esquema de los
circuitos regulab)rios descritos para pLSi se muestra en la Figura 9.
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El planteamiento inicial de esta Tesis fue el estudio dc las interacciones
existentes entre la proteína iniciadora de la replicación del plásmido pL-Sl, RepB y
el origen de doble cadena (<¡so) del plásmido. Antes de comenzar este trabajo ya se
había determinado el sitio de corte y se sabía que la proteína RepB se unía in vitro
a las tres repeticiones del origen. Nos interesaba conocer la especificidad de secuencia
de la proteína RepB y profundizar en el estudio de las actividades de corte/cierre y
nucleotidiltransferasa de esta proteína. Asimismo era de interés el estudio de la
diversidad de sustrato de la proteína, estudiar el <¡so como determinante de
incompatibilidad y conocer el papel de los iterones, tanto iii vivo como n viti-o, en la
replicación del plásmido. Uno de los puntos cruciales fue determinar si tras el corte
producido en el origen de replicación por la proteína iniciadora RepB, se establecía
una unión covalente proteína-DNA. Además, nos interesaba conocer si la proteína
RepB de pLSI sería capaz de reconocer los origenes de replicación de otros
plásmidos de la misma familia. Por último, se trataría de comenzar la determinación
de algunos dominios funcionales de la proteína, mediante la caracterización de
deleciones en las regiones N- y C-terminal de la proteína, así como el efecto que
tendría el cambio de la Tyr posiblemente implicada en la unión a DNA, sobre las
actividades de corte/cierre, nucleotidiltransferasa o de unión a DNA de RepB.
Realizando comparaciones de secuencia entre las proteínas Rep de los plásmidos de
la familia se determinaron cinco regiones de aa conservadas entre ellas.,
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MATERIALES
1. ESTIRPES BACTERIANAS
Para ensayos de estabilidad e incompatibilidad, así como para la preparación y
construcción de plásmidos derivados de pLSI y de recombinantes basados en
pCl94cop se usó S.pnew-i-zoniae 708. Para la construcción y análisis de plásmidos
recombinantes basados en pEIS se utilizaron las estirpes C600, MCI0ÓI y BL2I de
E.coli. Como huésped para la expresión del gen repB y derivados, se utilizó E.coli
BL21(DE3), isogeníca de la estirpe BL2l que posee el gen de la RNA polimerasa del
fago T7 en el cromosoma (donada por F.W.Studier). En los experimentos de
mutagénesis dirigida se utilizaron las siguientes estirpes dc Lco/i: BMI-171-l8rnutS,
que suprime ¡ti vivo la reparación de la mutación, y JMIO9; ambas fueron
suministradas por Promega. La estirpe JMIO9 se usó también, para el análisis de
curvatura del I)NA usando el plásmido pBend2 y junto con E.coli DH5o se usó en la
construcción y preparación de plásmidos recombinantes basados en el pALTER-1.
B.subtilis MBII se utilizó para la determinación del número de copias del plásmido
pLSI y su parental pMVI5S, a temperaturas de crecimiento del cultivo superiores a
3PC. Las características genotípicas, así como la procedencia de todas las estirpes
utilizadas se recogen en la Tabla 2.
2. PLASMIDOS
Los plásmidos utilizados en este trabajo procedentes del replicón pMV 158 fueron:
pLSi, pLS4, pLSS, pLSIcop7, pLS5copIl, pLSiA24cop7, pLSIAA4 y pLSIáAl5. Los
reconYbinantes derivados de pCl94cop fueron: pJS3copZ, pJS4, pCGA3, pCGA3O,
pCGA7, pCGA8, pCGA1 1 y pCGA 12. Las construcciones realizadas durante este
trabajo basadas en el replicón pLSl fueron: pLS1LA4-24. pLSI-520, pLSI-52004,
pLSl-570, pLSI-570fl4 y pLSIBB; y las basadas en pC194op: pC3BA, pC3BA-520n4
y pC3BA-57(fl4.
Como vectores de clonaje en E.coli se utilizaron el pETS para los plásmidos
pLSI9, pLSI9AN, pLSl9sNi, pLSl9áC y pLSI9ACi; y el pALTER-1 para los
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plásmidos: pALT-Psílb, pALT-Bam H 1, pALT-BglII, pAlir-BB, pAliI2:er-cat,
pALT7Y99F y pAL’17Y995. Por otra parte, se usó el plásmido pBend2, donado por
S.Adhya, para la construcción del plásmido pBend-<¡so
Otros plásmidos pertenecientes a la familia de pLS1, usados en este trabajo,
fueron pE194 y pFX2, procedentes del Bacillus Genetie Stock Center y del Dr.
L.E.Pearce, respectivamente. Las características más relevantes de todos estos
plásmidos así como de sus parentales, se describen en la ‘Fabla 3.
Tabla 2. Estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo.
Estirpe bacteriana Genotipo Referencia
S.pncunzoniac 708
E.coli CÓOO
E.coli MCIOÓi
Ecoil BL2I
c,zdi aa-? ff121 hcx-4 ,,zalM594
E liii- 1 tI:,—] leuBó lacYl tonA2l supE44 A
hsdR n:crB A/acX74 galU galK ¡psL 1/ii
araD 139 A(araABC-/cu)
[ r5tit~5 gal ontpT
Lacks y Greenberg (1977)
Bachmann (1972)
Kunkcl y Seni (1988)
Studier y Moffatt (1986)
E.coli BL2I(I)E3) E ~ gal (>flJp
¿n,,ux2l ,¡¡,¡5)
1 (mt:: ILOOUVSTJ genl 5 tudicr y M of fat t (1986)
E.coli FIMI-17i-18n:utS tlñ supE A(/ac—proAB) (nwtS: :Tn10) (F’ Kramer ci al (1 ~>84)
/>/DA B~ laql~ZA Nl 15)
cnt/Al recAí gvrAGó thi hsdRl 7Qyjn~~*)
ye/Al supE44 Y A(lac-proAB) (fr IraD3ó
~8t)d/lacZAMlS rccA ¡
hsdR 17 s¡pE44 zolA] dcoR
¿zigE) tJ 169
Yanisch-Perron cl al (1985)
eMA] ,ÉyrA9O Raleigh cl cl (1989)
A(/acZYA-
E.coli JMl09
E.coli DH5a
Esublilis Mlii hs3 ‘uzc’I810 hts112 Colección del laboratorio
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Tabla 3. Plásmidos empleados en este tral)ajo.
Plásínido Tamaño Marcador Características Referencia
(1)1))
pMVi 58
pL-Sl
pLSS
pLS4
pLSlcop7
pLSScopIl
pLS1AA4
pLSI A24cop7
pLSI AA4-24
pLSiAA15
pLS 1-520
pLSl-52094
pLSI-5’70
pLS1-570114
pLSlBB
pi837
p.lS3cop7
pilS4
5536 Te’ Plásmido natural de S.agalactiae
4408 Te AEcoRl B de pMV1S8 (An¡ob)
407<> Ti Deleción ¡u vivo de pLSI,A(34-365)
(ArnaI)
3438 Tet AHindlII-Ncol pequeño de pLS5
(AssoA, Ama!)
4408 Ter Transversión C—A, coord.743 en copO
de pL-Sl
4080 Te Inserción de 4 pb en la eoord.607 de
pL-SS
424<) Ter Deleción por EAL31 (A649-816) de
pLSI (AcopO)
3838 Te Deleción por BAL3I (A4240-401) de
p1.~Sicop7 (Ama!)
3672 Te (A4240-401, Ama!) (A649-816, AcopO)
4313 Tet Deleción por BAL31 (A760-854) de
pL-Sl (AcopO, Arepfi)
444)8 Te’ Cambio C—’A y G—~C (eoord.522 y 525
de pLSi). Creación del sitio BamHl
4412 ‘Fct Inserción de 4 ph en la eoor.520 de
pLS 1-520
4108 Ter Cambio T—C en la coord.574 de pL-Sl.
Creación del sitio Bglll
4412 Ter Inserción de 4 ph en la coord.570 de
pLSI—Sfl
44-08 T& Cambio C—’A, G—~C y T—eC en las
coord.522, 525 y 574 dc pLSI. Creación
de los sitios Ban¿ Hl y BglIl
7315 TerCmr Híbrido entre pLS1 y pCl94
4191 Cmr Deleeiónin vivo (A2749-5875) cíe p.1S37.
Mutación cop7
3354 Cm~ Deleción fi: vivo (A 1911-5875) de pJS37
(Arcpfi)
l3urdett 1980
Laeks et al, 1986
Lacks cf al, 1986
del Solar cf al, 198%
del Solar cf al, 1987b
del Solar y Espinosa, 1992
del Solar y Espinosa, 1992
Puyet cf al, 1988
Este trabajo
del Solar cf al, 1993b
Este trabajo
Este trabajo
Este trabaje
Este trabajo
Este tral)ajo
Ballester cf al, 1986
Ballester ce al, 1986
Ballester cf al, 1986
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Tabla 3. Plásmidos empicados en este (rabajo (continuación).
Plásmido Tamaño Marcador Características Referencia
(¡>1))
pCl94
pCl94cop
pCGA3
pC(;A30
pCGA7
pCGA8
pCGAI 1
pC(iAI2
pC3BA
pC3BA-520f24
pC3BA-570fl4
pBR322
pETIS
¡.L-S2I
j>1.S19
pL-S19AN
plA19ANi
2907 ~ Plásmido natural de Sfaphylococeus
aureus,
2907 Cmr Mutante de copia de pC194
3192 (?m~ Fragmento AluI(505)-Bgll(804) de
pLS1(bi~:d y copo) donado en Hindhll
de pC194cop.
3144 Cm (AApalJ-I-Igal) [)eque~o de pCGA3.
(bitul).
3088 Cm FragmentoA/uI (320)-AluI(505)dc pLS 1
(lije) donadO en J/indlII de pCl94cop.
(‘:ic; orientación a)
3088 Cmr Ide’>: (izie; orientación b)
3139 Ura Fragmento NcoI-ApaLl pequeño de
pLSlA24cop7 donado en HindIll de
pCl94eop. (bind—uic;orientaeión b)
3139 Cm’ Ideo: (biu:d-nic; orientación a)
3298 Cm’ Fragmento Baní-ApaLí de pLSIBB
donado en JIindlIl de pCl94cop
3302 Cmt Inserción de 4 pb en ci sitio Bara 1-II de
pC3BA
3302 Cmt Inserción de 4 pb en eí sitio BglIl de
pC3BA
436> Aprter l->Iásn:ido de Lech basado en el (ep>WóU
ColE]
-4240 Ap’ Vector basado en pBR322
— 831.0 ApTe’ Híbrido pLSS-pETS
—7260 Apt Deleción de los dos fragmentos Ec/i
menores de pLS2I
—5272 AP Fragmento Xnznl(902)-Pvu 11(1934) de
pLSI donado en ¿coRi de pET5
(orientación a)
—5272 Ap Idem aí anterior (orientación b)
Horinouchi y Weisblum,
1982b
Ballester cf al, 1990
del Solar el al, 1989
del Solar et al, 1993b
del Solar et al, 1993b
del Solar ct
del Solar et
al, 1993b
al. 1993b
del Solar et al, 1993b
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Bolívar el a4 1927
Rosenberg cf al, 1987
Laeks et al, 1986
del Solar cf al, 1989
Este trabajo
liste trabaje
Orientación a: donado soqúr¡ la di, oec-¡drr do la oxprosir5rr del gen do rcs¡stensia a antibiátíco (cal o dha).
la oxprosi¿rr bol qoer do resistonsis a ¿¡ntibi¿tico (set WbIaytYiontación b: donado en bit socorro ¿or¡trsrra El
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Tabla 3. Plásmidos empleados en este trabajo (continuación).
Plásmido Tamaño Marcador Características Referencia
(ph)
pUS]9A U
pLSl9ACi
pALTER-1
pAL-T-Pstlb
pAL-T-Ban: Hl
pAL-T-Bg/ll
pALT-BB
pALT7:crcat
pAUF7Y99F
pALT7Y99S
pBend2
pBend-dvo
pE194
pFX2
—4956 Ap’ FragrnentoApaL-l-SspIde pL-Sl donado
en EcoRl de pET5 (orientación a)
—4956 Ap Idem al anterior (orientación b)
5680 Ter Fagémido con el ori dc 11
6731 Ter Fragmento Pstl menor de pL-Sl donado
en Pstl del pALTER-] (orientación b)
6731 TcrApr Creación del sitio Bam Hl en la coord.
520 dcl fragmento de pL-Sl donado en
pAL- l—Psfl b
6731 tAp Creación del sitio Bg/1l en la coord.
570 del fragmento de pL-Sl donado en
pAl :.r—rvfIb
6731 TeApt Creación de los sitios Ba,nHl y Bgl]l enlas coord. 520 y 570 del fragmento dc
pLS1 donado en pALT4’stlb
7545 Um~ Fragmento HgiA[-Clal mayor de pJS3
ligado al fragmento mayor Pstl-C’lal de
pALTfR-1
7545 ~ Cambio A—VV en la coord. 2278 dcl
fragmento de pJS3 donado en pALT7:
ercat (cambio Tyr99 de RepB a Pbe)
7545 Cm’Ap’ Cambio A—*C en la coord. 2278 dcl
fragmento de pJS3 donado en pAL-Ti:
ercat (cambio Tyr99 dc RepB a Ser)
—2693 Ap Vector de elonaje basado en pBR322
—3086 Ap Fragmento BanI-ApaLi menor de
pMV15S donado en el sitio Salí de
pBend2 (orientación b)
372$ Em Plásmido de Laureas
3536 Ca” Plásmido de Lacfococcus lacas
Este trabajo
Este trabajo
Promega
Acebo, P.
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
del Solar, G.
Este trabajo
Este trabajo
Kim et al, 1989
Este trabajo
Horinouchi y Weisblum,
1982a; Villafane cf al, 1987
Xu et al, 1991
~ientación a: clocado según la dirección de la oxpresión dcl gen do rersistencra a aritib¡dtico (col. lot o bIoy
Orientación br clocaba en birocciáír contraria a la expresión rIel pon do rosistencia a anlíbiótis al, lot WbIay
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3. BAcTERIÓFA(;OS
Se usó el bacteriófago R408 (Promega) para infectar los cultivos de
iM109/pALT-Psdb y obtener ssDNA para mutagenizar in vitro.
4. PROTEÍNAS
La DNA polimerasa 1 de E.coli y su fragníento Klenow (Pol 1K), así como la
mayoría de los enzimas de restricción y la DNA ligasa concentrada del fago T4,
fueron suministrados por New England Biolabs. La fosfatasa alcalina de intestino de
ternera, la DNA ligasa del fago T4, la fosfodiesterasa de veneno de serpiente (PDE)
y la nucleasa Pl fueron suministrados por Boebringer Mannheim. La polinucleótido
quinasa del fago T4 (T4 PNK), la transíerasa terminal y la RNA ligasa del fago T4,
fueron de Amersham Internacional. I~harmacia LKB suministró la DNA polimerasa
del fago T7. Otras proteínas utilizadas, suministradas por Sigma, fueron: proteinasa
K, RNasa A, lisozima. pronasa, seroalbúmina bovina (fracción V; ESA) y [os
marcadores de peso molecular. Las soluciones tampón de los enzimas de restricción
fueron las recomendadas en cada caso por las firmas comerciales.
El represor iranscripcional CopO fue purificado a homogeneidad por la Dra. del
Solar (del Solar el al, 1989), la proteína SSB (3.2 mg/mí) fue de United States
Biochemical Corporation y la topoisomerasa 1 de Promega.
5. MEDIOS I)E CULTIVO
Los componentes de los medios de cultivo lueron suministrados por las casas
comerciales: Probus, Merck y Difco.
5.1. Medio de cultivo dc S.pneumoniae
Para el crecimiento cíe S.pneumoniae en medio líquido se utilizó el medio ACCH
(Lacks, 1966) supleníentado, en el momento de inocular, con 0.3% de sacarosa y 0.2%
de extracto de levadura. Cuando fue necesario, se añadieron los antibióticos
correspondientes a las siguientes concentraciones finales: tetraciclina (Te) 1 ¡sg/ml y
c!oramfenícol (Cm) 1.5-3 ~ig/ml. Para el crecimiento en medio sólido, se mezclaron
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las células y los antibióticos correspondientes con una capa basal compuesta por
AGCH, sacarosa al 0.3%, extracto de levadura al 0.2% y agar al 1%. Una vez
solidificada esta capa, se añadió una capa superficial compuesta por AGCH y agar al
0.75%. Dada la complejidad del medio AGCH, se detalla a continuación su
composición.
Medio AGCH
Hidrolizado ácido de caseína Sg
Hidrolizado enzimático de caseína 1 g
L-cisteína-HCI 40 mg
L-triptófano 6 mg
L-asparagina 50 mg
L-glutaniina 1<) mg
Adenina 5 mg
Cloruro de colina Smg
Pantotenato cálcico 1.2 mg
Acido nicotínico 0.3 mg
Piridoxina-HCI 0.3 mg
Tiamina-HCI 0.3 mg
Riboflavina 0.14 mg
Biotina 0.6 mg
K2HPO4 8.5 g
NaC2Hf)2 L25 g
N aI-1C03 (1.4 g
MgCI2.6H20 0.5 g
CaCI (1.6 g
FeSO4.7H20 0.5 mg
CuSO<5I-l~O 0.5 mg
ZnSO471--120 0.5 mg
MnSO<4H20 0.2 mg
Albúmina bovina (fracción V) (1.5 g
Catalasa 3000 u
Agua destilada y desionizada c.s.p. 11
ph 7.5
5.2. Med¡os de cult¡vo de E.coli
Para el crecimiento de las estirpes de Ecoil en medio líquido se utilizó
normalmente el medio TY (Maniatis el al, 1982): 1% triptona, 0.5% extracto de
levadura, 0.5% NaCí; suplementado o no, con las concentraciones de antibióticos
siguientes: Te 15 ¡sg/mí, Cm 15 ¡sg/ml y ampicilina (Ap) 50-200 ¡sg/ml. Para el
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crecimiento en placa se suplementó el medio TY con agar al 1.5%-. Durante la
infección de los cultivos con el bacteriófago R408, para la obtención de ssDNA,
aquellos se crecieron en medio ‘¡‘VP (Promega): 1.6% bacto-triptona, 1.6% extracto
de levadura, 0.5% NaCí y 0.25% K21-1P04. Para la puesta en competencia y
transformación de las estirpes de E.coli se utilizaron los medios Penassay (Antibiotie-
Medium n<> 3, Difeo) y SOB (Hanahan, 1983): 2% bacto triptona, 0.5% extracto de
levadura, 10 mM NaCí, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCI2, 10 mM MgSO4. En la
recuperación de las células, tras la electroporación, se utilizó el medio SOC (Bio-
Rad): medio SOB suplementado con 20 mM glucosa.
Los cultivos de E.coli destinados a la expresión y purificación de proteínas se
crecieron en el medio mínimo M9 (Miller, 1972): 42.3 mM Na2HPO4, 22 mM KH2PO4,
8.5 mM NaCí y 18.7 mM NI-14C1; ajustados a pl-I 7.4 y esterilizados por -separado del
resto de Los componentes: 0.1 mM CaCI2, 2 mM MgSO4, 0.2% glucosa y los
antibi~ticos correspondientes.
5.3 Medio de cultivo de B.subÉil¿s
Para el crecimiento en medio líquido de B.suhíiitv se utilizó el medio TV
(Maniatis u al, 1982) suplementado con Te 10 ¡sg/ml.
6. REACTIVOS Y OTROS PRODUCTOS
De la casa Merck, se emplearon: cloroformo, fenol, etanol, isopropanol, 1—
butanol, amoníaco concentrado, formamida, Tris, EPTA, DMSO y TCA. I)e la casa
Sigma, se adquirieron: Cm, Te, UIT, HEPES, MOPS, tRNA de E cok, DNA de timo
de ternera, t)NA de esperma de salmón, camptotecina. cloroquín~ y pNMN.
Boebringer Mannheim suministró: Ap, IPTO y los dNTPs no radiactivos. Pharníacia,
los Sephadex (3-25 y (3-50. La agarosa fue suministrada por Pronadisa y Bio-Rad. Esta
casa también suministró: acrilamida, bis—acrilamida, heparina—agarosa, TEMED y SDS.
El fiME fue dc la casa Eastman-Kodak, el PSA de I3RL, la Heparina 1% de
Laboratorios LEO SA., el Na-DOC de Difeo, el detergente Twecn 20 de la casa
Janssen y el (i)ctil-fi-D-glucopyranósido de la Coorporación Calbiochem-Nuvabiochem.
Amershaní suministró el material radiactivo y el Mt (le marcaje en el extremo 3’.
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Otros “kits” comerciales utilizados en este trabajo fueron: kit de secuenciación de la
DNA polimerasa del fago Ti (Pharmacia); Sistema de mutagénesis in viti-o (Promega);
“Geneclean’ y “MERmaid” (BIO 101), para la purificación de fragmentos de DNA a
partir de geles de agarosa y de poliacrilamida; y el kit para determinación de
proteínas, BCA (Pierce). Otros productos usados fueron: membranas de nitrocelulosa
para la transferencia de DNA (Schleicher & Schuell); filtros para diálisis (Millipore);
película fotográfica T-55 (Polaroid>, y películas X-Omat 5 para autorradiografías
(Kodak).
MÉTODOS
1.. CRECIMIENTO Y CONSERVACION DE ESTIRPES BACTERIANAS
El ctíltivo en medio líquido de S.pneumoniae se realizó a 370C sin agitación, en
tubos de tamaño adecuado para mantener las condiciones microacrófilas necesarias
para el crecimiento de esta estirpe. Para el cultivo en medio sólido, las células de
S.pneurnoniae se mezclaron con Lina capa basal de medio y antibiótico, a la cual se
agregó una ligera capa superficial de medio. Para el recuento de bacterias se tuvo en
cuenta que en S.pnewnoniae cada u.f.c. contiene una media de ctlatr() células (López
el al, 1989). El crecimiento de las estirpes de B.subíilív y E.coli se realizó a 370C con
agitación vigorosa. En algunas ocasiones, la temperatura de crecimiento de B.subíilis
se elevó a 45 y 500C, temperaturas a las que la bacteria crece bien por su condición
de microorganismo mesófilo. El cultivo en medio sólido se realizó en superficie sobre
placas petri con TY-agar.
El crecimiento de los cultivos se siguió por turbidemetría usando un
espectofotómetro Bausch & Lomb, modelo Spectronic 20. Se midieron las
absorbancias de los cultivos de 13.subíilis, E.coli y S.pneumoniae a las longitudes de
onda de 550, 600 y 650 nm respectivamente. Para su conservación, a los cultivos de
S.pneunzoniae y E.coli se ¡es añadió glicerol al 10% y se mantuvieron 10 mm a 37~C,
antes de ser congelados a -70~C. A las células de B.subíilis se les añadió DN4SO al 5%
y se congelaron rápidamente en una mezcla de nieve carbónica y etanol, antes de ser
mantenidas a ~70xC.
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2. PREPARACIÓN Y TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS
COMPETENTES
Las células competentes de S.pneurnoniae se prepararon siguiendo el método
descrito por Lacks (1966). Se realizan dos diluciones sucesivas de un cultivo de
S.pnewnoniae, y se deja crecer hasta una DO6~= 0.3. En este nínmento, el cultivo se
reparte en alícuotas (500 pl) y se congela a -70”C. Para su transformación, el cultivo
competente se diluye 20 veces en AGCI-I, suplementado con 0.2% sacarosa y 0.001%
CaCI2 , incubándose 20 mm a 30
0C. La saturación con DNA plasmídico se alcanza
alrededor de 0.25 ¡sg. Una vez añadido este DNA, se incuba 40 mm más a 300C. Para
permitir la expresión del marcador de selección, el cultivo se mantiene 90 mm a 370C
antes de proceder a la siembra en placa para seleccionar los transformantes. Dado
que los genes de resistencia a Cm (caí) empleados en este trabajo derivan de pC194,
y son inducibles por Cm, los últimos 20 mm de expresión se realizaron en presencia
de una concentración subinhibitoria del antibiótico (0.05-0.5 ¡sg/mí).
Para preparar las células competentes de E.co/i se siguieron los métodos de
Hanahan (Hanahan, 1983) y Kushner (Kushner,i978). En ambos casos, se transformó
con un máximo de 0.2 ¡sg de DNA, correspondientes a 1/20 del volumen de células
utilizado. Sólo en el caso (le usar el método de Hanahan las células competentes se
pudieron conservar a ~70oC.En algunos casos, las células de E.coli se transformaron
por electroporación siguiendo el método descrito por Dower (Dower el al, 1988) y
u ti 1 izando el aparato ‘‘Gene Pu Iser’’ acoplado a un controlador ‘‘Pu] se Con trolí er’’ (le
Bio—Rad. Para preparar las células (le E.coli para la electro—transtormacion se
inocularon 100 ml de medio con 1/100 (le volumen (le un cuí tivo muy crecido, y se
permitió su crecimiento a 370C con agitación vigorosa hasta una DO
610 0.5. El
cultivo se enfrió en hielo durante 30 minutos y las células fííeron recogidas por
centrifugación (15 mm, 40C, 4000 x g). Las células se lavaron dos veces con agua
destilada estéril fría, centrifugándolas de la misma forma. Se descartó el sobrenadante
y se resuspendieron las células suavemente en 2 ml (le glicerol al 10% frío. Se realizó
una nueva centrifugación (15 níin, 4’C, 2000 x g) y las células se resuspendieron con
tnucha suavidad en 0.25 ml de glicerol al 10% frío. 1 ~aconcentración final de células
fue aproximadamente de 1-3 x itt células/ml. El cultivo se repartió en alícuotas (200
pl) que se congelaron a -70~C. Para su transformación las células se mezclaron con 1
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ó 2 pl de DNA (7.5-10 ¡sg/mí). Las condiones del electroporador fueron las siguientes:
25 ¡sF, 2.5 kV y 200 fl. Las células se diluyeron en 1 ml de SOC y se incubaron a
370C durante 1 Ii, antes de ser extendidas en placas con un medio selectivo para aislar
los transFormantes.
3. PREPARACIONES DE DNA
3.1. Preparaciones de DNA total
Se utilizó para analizar de modo rápido el contenido plasmídico de los clones en
estudio, y para determinar por densitometría el número de copias plasmídico (N) en
las estirpes analizadas.
Para S.pneurnornae se empleó el procedimiento de Stassi eta! (1981): las células
de un cultivo crecido a l)O~~= 0.4 (1.5 mí) se sedimentaron por centrifugación y
resuspendieron en 100 pl de solución de lisis (25% sacarosa, 0.15 M citrato trisódico,
0.01% 81)5, 0.1% Na-DOC, 25 ¡sg/ml RNasa A). Se incubó 10 mm a 300C y se añadió
SDS (1%, concentración final). Los lisados se mezclaron vigorosamente y se
congelaron (-70’C) y descongelaron (37~C) cuatro veces, favoreciendo así la rotura del
DNA cromosóniico. Se añadió proteinasa K (230 ¡sg/mí) y se dejó actuar 20 mm a
370C. Se añadieron 50 ¡sí (leí colorante de carga CEC(3x) [0.02% azul de bromofenol
(BFB), 50% glicerol, 2.5 mM EDTA], y se alnmcenaron a ~7Qo(3hasta la electroforesis.
En el caso de Eco!! (Espinosa el al, 1982), las células de resuspendieron en 25
¡sí de solución de lisis (4 mg/ml lisozima, 25% sacarosa, 0.1 Nl NaCí, 50 mM Tris-
UCI, pH 8.0, 0.5 ¡sg/pl RNasa A) y se incubó 10 mm a YPC. Se añadió 1% SDS y se
mezcló vigorosamente antes de congelar-descongelar cuatro veces. Se añadió
proteinasa K a 250 ¡sg/ml y se dejó actuar 10 mm a la. Se añadieron 15 pl del
colorante de carga CEC(3x) y se procedió a la electroforesis. Para B.subtilis, los
extractos totales se realizaron como en el caso de E.coli, aunque aumentando cuatro
veces las cantidades de reactivos utilizados para el mismo volumen de células.
3.2. Minipreparaciones de DNA plasmídico
La preparación de DNA plasmídico de Eco!! a pequeña escala, se llevó a cabo
siguiendo el método descrito por Birboim y Doiy (1979), basado en una
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desnaturalización alcalina y posterior precipitación del DNA cromosómico. En el caso
de S.pneumoniae se siguió el mismo método incluyendo las modificaciones descritas
por Stassi el al (1981). En alguna ocasiones, para E.coli se siguió el método de lisis
alcalina descrito por le Gonilí d al (1994), elegido por su rapidez y sencillez para el
análisis inicial de un gran número de transformantes.
3.3. Preparación de plásmidos puros
Para la preparación de DNA plasmídico de E.col¡ y S.pnewnoniae a gran escala,
se utilizó el método de Currier y Nester (1976). La diferencia entre los dos
microorganismos se encuentra básicamente en el procedimiento de lisis celular
empleado:
La lisis de E.coli se llevó a cabo resuspendiendo las células en una solución de
lisis (2mg/mi lisozima, 20% sacarosa, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCi, pH 8.0) e
incubándolas lo mm a 370C. Después dc añadió EDIA (0.1 M, concentración final)
y se mantuvo en hielo 10 mio. La lisis clara se consiguió añadiendo una solución de
SDS en 111(10:1) (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDiA), hasta alcanzar una
concentración final de SDS al 5 Ve, e incubando a 37xC durante 10 mm.
Para la lisis de S.pneumoniae, las células se resuspendieron en 60 mM EDIA
junto con la solución de lisis (25% sacarosa, 0.15 M citrato trisódico, 0.1% Na-DOC,
0.01% SDS). Se incubó a 370C durante 5 mm; se añadió pronasa (concentración final,
0.7 mg/mI) y se incubó a 370C durante 10 mm. La lisis clara se obtuvo añadiendo una
solución de SDS en TE( 10:1), dejándolo a tIna concentración final de SDS dei 1.2%.
Una vez obtenida la lisis clara, se siguió el protocolo descrito por los autores,
realizando dos gradientes sucesivos de CsCI para asegurar una separación y
eliminación conipleta del DNA cromosomico. La estimación cíe la pureza del DNA
obtenido se obtuvo de la relación entre los valores de absorbancia a las longitudes de
onda 258 y 280 nni. La contaminación con lir coas o fenol se reflejaría en un valor
de la relación <2. La concentración del DNA se calculó midiendo la absorbancia (A)
de la muestra a una longitud de onda de 258 nm, teniendo en cuenta que un valor de
absorbancia igual a 1 corresponde a 50 ¡sg/oil de dsDNA.
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4. MANIPUlACIONES ENZIMÁTICAS DEL DNA
El tratamiento del DNA con enzimas de restricción se realizó en las condiciones
de tampón y temperatura recomendadas por las casas comerciales suministradoras.
Otras modificaciones enzimáticas del DNA se llevaron a cabo siguiendo las
indicaciones descritas por Sambrook el al (1989). Cuando fue posible los enzimas se
Inactivaron por calor y en la mayoría de los casos, se llevó a cabo una
desproteinización de las muestras por tratamiento con una mezcla (1:1) de fenol
saturado en TE( 10:1) y de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). Por centrifugación,
se separó la fase acuosa que contiene el DNA y se procedió a su precipitación con
0.1 volúmenes de 3 M acetato sódico, pH 7.0 y 2.5 volúmenes de etanol absoluto. Si
la cantidad de DNA era inferior a 2 pg, se añadieron 5 ¡sg de URNA como
coprecipitador. La mezcla se mantuvo durante 30 mm a -700C o durante toda la noche
a -200C, y se sedimentó por centrifugación a ~i0oC, 15 mm. Para eliminar las sales que
podrían haber coprecipitado con el DNA, se realizó un lavado con etanol al 70% y
se centrifugó a - lOt, 10 mm. El DNA sedimentado se secó bajo vacío para evaporar
los restos de etanol (le la muestra y se resuspendió en ‘l’E( 10:1).
Muchas veces, las muestras de DNA se dializaron en filtros tipo VS de Millipore
(tamaño del poro 0.025 ¡sm) frente al mismo tampón TE(10:1) o al tampón adecuado
para realizar una nueva digestión.
5. ELUCIÓN Y PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA
Para la purificación de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa se utilizó
el sistema “Geneclean” (BIO 101 Inc.), siguiendo las instrucciones de sus fabricantes.
Normalmente, se títilízaron geles de agarosa al 0.8%; aunque este porcentaje se
aumentó en el caso dc extracción de fragmentos de un tamaño similar entre sí, con
el fin (le conseguir una mayor resolución en la separación.
Cuando los fragmentos de DNA eran pequeños (<200 pl)) se llevó a cabo su
extracción a partir de geles de poliacrilamida (PAA) al 5%, según el procedimiento
de Maxam y (iilbert (1980). En este caso se troceó la banda de PAA y se sumergió
en el tampón de elución (0.2 M NaCí, 20 mM Tris-HO, pI] 7.4, 2 mM EDTA). Se
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incubó a 4~C toda la noche. U DNA se eluyó y se eliminaron los restos de PAA
pasando las muestras a través de una columna de lana de vidrio. Se cambió el tampón
de la muestra pasándola a través de una columnilla de Sephadex 0-25 equiLibrada en
TE(10:i) y, cuando fue necesario, la muestra se concentró con un volumen de 1-
butanol, descartando la fase superior hasta alcanzar el volumen deseado.
6. PURIFICACIÓN DE OLIGONUCLEÓTIDOS
La mayoría de los oligonucleótidos utilizados en este trabajo fueron sintetizados
por el servicio de Química de Proteínas del CIB. Los oligos se entregaron unidos a
una resma, de la cual eran recuperados por un tratamiento con 32% NH3 e
incubación durante 14 horas a 5O~C. Se eliníinó el amoníaco por evaporación a vacío
y se resuspendió el oligo en TE(10:1), purificándolo posteriormente mediante una
columna de Sephadex 6-50 o 6-25 (para oligos menores de 16 nucleótidos). En
algunas ocasiones, con el objeto de eliminar las moléculas truncadas o de síntesis
incompleta, se retuvo el grupo) tritilo de la última base incorporada y se liurificaron
tos oligos utilizando los cartuchos para purificación de oligonucleótidos (WC de
Applied Biosystems, para su detritilación.
Para la extracción dc oligonucleótidos marcados a partir de geles de PAA se
utilizó el sistema “rvlERmaíd” (BIO 101 Inc.>. Cuando los ensayos requerían una
mayor pureza de los oligonucleotidos, estos fueron purificados por HPLC por el
servicio (le Química de Proteínas del CIB, usando una columna Vydac C-18 (4.5 x 15
cm) de Ja casa Thc Separation Group, con un tamaño dc partícu]a de 5 pm y 30 ¡ím
de tamaño de poro. El flujo fue de 1 mí/mm y se utilizaron las solucio:nes A (50/o
acetonitrilo en 0.1 N TEAA, pH 7.0) y B (40% acetonitrilo en 0.1 N TEAA, pH 7.0).
Los t)ligos fueron postenormente detritilados: para ello, sc• evaporaron las muestras
y se resuspendieron en ácido acético) al 80%, incubándoLas 20 mm a temperatura
ambiente. Las muestras se volvieron a evaporar o se pasaron por una columna (le
Sephadex 0—50, lavándolas a continuacion, varias veces con agua destilada.
Los olígonueleotídos do-derivados fueron sintetizados y purificados por el Dr.
Ramón Eritja en el Buropean Molecular Biology Laboratory. Se purificaron por
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HPLC con las condiciones descritas por Mizuuchi y Adzuma (1991): columna C-18,
cargando la muestra en 10% acetonitrilo, 90% 50 mM acetato de amonio/agua y
eluyendo los oligonucleótidos con 30% acetonitrilo. De esta forma se pueden separar
las dos configuraciones del oligonucícótido fosforotioato: la forma S~ del
diasteroisómero migra más rápido que la forma R0.
En todos los casos, la concentración de los oligonucleótidos se calculó midiendo
la absorbancia a 258 nm y teniendo en cuenta que una A2~= 1 corresponde a 33
¡sg/ml de ssDNA.
7. SECUENCIACION DEL DNA
Para la secuenciación de mutaciones en el DNA, se siguió el método de
terminación de cadena de Sanger (Sanger el al, 1977), utilizando) el ‘kit” comercial de
Pharmacia LKB con la DNA polinierasa del fago Ti y [a-
32P]dCTP. Como DNA
molde se usaron aproximadamente 2 ¡sg de una mínípreparación plasmídica,
desnaturalizados por álcali. Como cebadores se usaron oligos de 17 nL y la relación
cebador:molde usada fue de 10:1.
8. MUTAGENESIS DIRIGIDA
La introduccion de sitíos de restricción en el dso de pLS 1 0) las mutaciones
punttíales realizadas en el gen rep de pLSl, se llevaron a cabo utilizando el sistema
de mutagénesis dirigida in vifro de Promega. El sistema se basa en la utilización de
un vector único. pALTER-1. Este fagémido contiene el oh del fago fi y dos genes de
resistencia a antibióticos: el gen de resistencia a Tc (leí) que es siempre funcional, y
el gen de resistencia a Ap (bla) que ha sido inactivado. El oligo mutagénico se anilla
al ssDNA molde junto) con un oligo que restaura la Ap en la hebra mutante durante
la reacción de mutagénesis. Se sintetiza la hebra mutante usando la DNA polimerasa
y la DNA ligasa del fago T4. A continuación, se realizan dos rondas sucesivas de
transformación: primero, se utiliza una estirpe de E.coli deficiente en el sistema de
reparación de bases erróneas (BMH7I-l8inuíS), la cual suprime in vit’o la reparación
del error mutagénico, introducido en el gen bici y en el fragmento de DNA deseado.
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Después, se realiza una segunda ronda de transformación en la estirpe dM109, para
asegurar la segregación de los plásmidos mutantes.
El procedimiento seguido fue el siguiente: el fragmento de DNA a mutagenizar
se clonó en el sitio de clonaje múltiple del vector pALTER-1 y se transformó la
estirpe JM109. El DNA molde para la reacción de anillamiento con los oligos
mutagénícos se obtuvo mediante dos formas distintas: a) infección (leí cultivo
JMi09/pA1~I’ER recombinante con el fago R408 para la obtención de ssDNA, usando
una multiplicidad de infección (m.o.i., n0 partículas de fago/célula) de 10; el DNA
fágico junto> coín el DNA del fagémido reconíbinante fue precipitado según las
instrucciones de Maniatis el al (1982); b) obtención del DNA plasmídico según
Birboim y Doly (1979) y su desnaturalización por álcali. Por lo general, la reacción
de mutagénesis se llevó a cabo anillando 0.1 pmol de ssDNA o dsDNA
desnaturalizado con 0.5 pmol de] oligo reparador de Ap fosforilado y 2.5 pmol del
oligo niutagénico fosforilado. En cualquier caso, se mantuvieron unas relaciones
o[igo:molde de 5:1 para el oligo reparador de Ap y de 25:1 para el oligo mutagénico.
La hebra mutante se extendió con la DNA polimerasa del fago T4 y se selló con la
DNA ligasa del fago T4. Con el DNA así sintetizado se transformó la BMI-171-l8rnuíS
siguiendo el método de Hanahan (1983) o mediante electroporación (Dower ci al,
1988). Se seleccionaron los transformantes Apr por crecimiento en presencia de este
antibiótico y se obtuvo el DNA por el método> de ]3irboin y Doly (1979). Se
transformó la estirpe JM 109 para asegurar la segregación de los fagémidos mutantes.
Posteriormente, la presencia de la mutación deseada se comprobó por secuenciación
del fragmento de 1)NA correspondiente.
9. ELECTROFORESIS I)E DNA
9.1. Celes de agarosa
Para la electroforesis del DNA en geles de agarosa se utilizaron geles
horizontales con una concentración de agarosa variable entre 0~8 y l.5~o, dependiendo
del tamaño del DNA a analizar. La agarosa se disolvió en tampón de electroforesis
TAl?. (40 mM ‘tris base, pl-1 8.1, 20 mM ácido acético, 2 mM EDTA) oTBE (89 mM
Tris base, pl] 8.3, 89 mM ácido bórico, 2.5 mM EDTA>. A las muestras se les añadió
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tampón de carga BXGE (0.025% BFB, 0.025% xilencianol, 6% glicerol, 1 mM EDTA)
o CEC(lx). Las dimensiones de los geles, la duración de la electroforesis y las
condiciones de voltaje variaron según las características del DNA a analizar. Los geles
fueron teñidos en tampón TAL o TBE usado para la electroforesis añadiéndole
bromuro) de etidio (EtBr) a una concentración de 0.5-1.0 ¡sg/mí, durante 30 mm a t.a.
En algunos casos, el EtBr se incluyó en la preparación del tampón y en el gel de
agarosa, obteniéndose así la tinción del DNA durante la electroforesis. El DNA se
visualizó mediante un transiluníinador de luz ultravioleta (LV) de onda larga (360
nm) o de onda corta (254 nm).
9.2. Geles de poliacrilamida nativos
Para la electroforesis de fragmentos de DNA pequeños (50-500 pb) se utilizaron
geles verticales no> desnaturalizantes de 5% poliacrilamida (PAA; 30%
acrilamida:0.8% bisacrilamida) en tampón TAL, polimerizando con 0.05% TEMED
y 0.1% persulfato amónico (PSA). Las dimensiones de los geles variaron según el
volumen de las muestras a analizar y la resolución de los fragmentos que se pretendía.
Los geles grandes fueron de 14.5 cm de ancho, 12 cm de largo y 1 mm de espesor.
Los geles pcquent)s se prepararon utilizandt) las cubetas ‘Mini-protean” de Bio-Rad
y sus dimensiones fueron: 8.4 cm de ancho, 7.2 cm de largo) y 0.75 mm- de espesor.
Para la electroforesis, las muestras se prepararon y tiñeron como en el apartado
anterior, utilizando el tampón de carga EXCE. Para analizar las diferencias en la
movilidad electroforética de un oligonucleótido mono- y bicatenario de 23 nt marcado
co)n [a~a2P1dATPen su extremo 5’, se realizó un gel grande de 20% PAA, en tampón
TAL, añadiendo 0.05% TEME[) y 0.1% PSA. Las muestras se prepararon con
tampón BXG E y se visual izaro)n por exposicidn autorradiografica usando) pantallas
amplificadoras.
9.3. Geles de agarosa acalinos
Este tipo de geles se preparó siguiendo el método descrito) por Sambrook el al
(1989), modificado por la Dra. P. López. Se prepara un gel de agarosa aL 0.8% en
agua y se deja enfriar a 600C antes de añadirle la solución alcalina (50 níM NaO!],
1 mM EDTA» Las muestras se diluyen 1:1 con colorante para geles desnaturalízantes
2x (100 mM NaOH, 10 mM EDTA, 6~/c ficolí, 0.025% verde de bromocresol, 0.5%
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xilencianol). El tampón de electroforesis contiene 50 mM NaO!] y 1 mM EDTA. La
electroforesis se realiza a un voltaje constante bajo (30-40 ½‘)ya que este tipo de
geles presenta el problema de una gran resistencia. En parte, esto se puede solucionar
realizando) la electroforesis a 40C y/o) con recircularización del tampón. Tras la
electroforesis, el gel se sumerge en una solución de neutralización (1 M Tris-HCI, pH
7.6, 1.5 M NaCí) durante 30 mm a ta. Para visualizar el DNA, se sumerge el gel en
tampon ‘VAL con Etl3r (1 ¡sg/mí>, 30 mm a t.a., y se o)bserva en un transiluminador
UV de 254 nrn. Si se quiere transferir el DNA a filtros de nitrocelulosa, se vuelve a
sumergir el gel en la solución de neutralización durante otros 30 mm, antes de hacer
la transferencia.
9.4. Geles mixtos de agarosa-acrilamida
Este tipo de geles son adecuados para el análisis de complejos DNA-proteínas o
de curvaturas en el DNA. La preparación de estos geles se realizó siguiendo el
método descrito por Peacock y Diugman (1968). Son geles verticales de 1.8%
acrilamida-0.5% agarosa, polimerizándose con 0.02% TEMED y 0.1% PSA. Sus
dimensiones fueron de 14 cm de ancho, 16 cm de largo y 3 mm dc espesor. La
electro)foresis se realizó a t.a. en tanipon TAL.
9.5. Geles mono- y bidimensionales con cloroqu¡na
Para la separación de topoisómeros de una preparaci~n cíe DNA plasmídico puro
se realizaro)n geles de agarosa con cloroquina como agente intercalante del DNA.
Los geles monodimensionales se realizaron según Bhriain y Dorman (1993). Se
prepararon geles de agarosa al 1% con 2 ge/ml de cloroquina. La electroforesis se
realizó en tampón ‘FBIR, a un voltaje constante de 2.7 y/cm, a i.a. y protegido de la
luz. La cloroquina se eliminó mediante lavados exhaustivos con agua destilada y los
geles se tiñeron con 5 ¡sg/ml EtBr durante 1 h, lavándolos posteriormente después con
agua destilada para eliminar el fondo de EtI3r.
Para la separación de to)po)isómeros po)sitivo)s y negativo)s, se realizaro)n geles
bidimensionales to)mando como referencia el trabajo de Cien el al (1994). La primera
dimensión se realizó en geles de agaro)sa al 0.8% con 1.5 ¡sg/inI de cloroquina en
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tampón TBE. Para la segunda dimensión, se cortó la tira de gel que llevaba la
muestra y se giró 90~ en otra cubeta, la cual se rellenó con una preparación de
agarosa al 1% con 15 ¡sg/ml de cloroquina. El tampón de electroforesis fue TBE con
cloroquina 15 ¡sg/ml. Tras la segunda electroforesis, los geles se lavaron con agua
destilada y se tiñeron con EtBr (1 ¡sg/mí) durante 1 h, lavándolos a continuación con
agua destilada antes de ser visualizados con un transiluminador UV de onda corta
(254 nm).
9.6. Geles de secuenciación
Los productos de las reacciones de secuenciaclón se so)metieron a electroforesis
en geles de 8% PAA (38% acrilamida:2% bisacrilarnida), con 7 M urea,
polimerizando> con 0f15% TEMED y 0.06% PSA, en tampón 1’BE. Los productos de
reacción en los ensayos de actividad (le la proteína RepB con oligonucícótidos, se
analizaron en geles de 20% PAA (38% acrilamida:2% bisacrilamida), con 8 M de
urea, 0.02% TEMED y 0.06% PSA, en tampón TBE. Para los análisis de los
oligonucícótidos con nucleasa Pl O) PDE, se utilizaron geles de 24% poliacrilamida
con urea al 50% (8.3 M).
En. todos 10)5 casos, las dimensiones de los geles fueron 36 cm de ancho, 40 cm
de largo y 0.35 mm de espesor. Las muestras fueron resuspendidas en tampón de
carga BXF (80% formamida desionizada, 10 mM NaOH, 0.1% BEE, 0.1% xilencianol,
1 mM EDTA) y se desnaturalizaron por calor durante 3 mm a 85’C, enfriándolas
rapidamente a 4<. Se realizó una pre-electroft)resis a 1800 V durante 1 h. La
electroforesis se llevó a cabo) a un voltaje constante de 1900 ó 2000 V.
10. DETERMINACIÓN DEL NÚMERO I)E COPIAS PLASMÍDICO
La determinación del número de copias plasmídico (N) en un huésped concreto)
y a unas condiciones dadas, se basa fundamentalmente en el método descrito) por
Projan el al (1983), con las modificaciones descritas por del Solar y Espinosa (1992).
Se prepararon extractos de DNA total de los cultivo>s a analizar y se so)metieron a
electroforesis en geles de agarosa al 1.2% Con tampón ‘rAE. Los geles se tiñeron 30
mm a t.a. con 1 ¡sg/ml EtBr, y fueron lavados con agua destilada durante otros 30
A’!atería/es y Méwdos 54
mm, para eliminar la fluorescencia de fondo. Los geles se expusieron a un
transiluminador UV de onda co)rta, y se tomaron varias fotografías con diferentes
tiempos de exposición, utilizando) películas T-55 de Polaroid. La cuantificación
densitométrica de las bandas de DNA, se realizó utilizando unas veces el
densitómetro LKB Ultroscan 2202 acoplado a un ordenador Apple II y, mas
recientemente, un densitómetro 400, usando el programa lmageQuant (Molecular
Dynamics).
Debido) a que el grupo planar del EtBr se intercala mejor en las formas lineales
y circulares abiertas (OC o Fil), que en formas circulares covalentemente cerradas
(CCC o FI), fue necesario aplicar un factor de corrección en el cálculo del número
de moléculas de DNA plasmídico por equivalente cromosóniico. Este factor de
corrección fue estimado po~r Projan el al (10383) en 1.36. De esta manera, el valor de
N se calculó:
NsfQp1+ 1.36Dp xMc
I)c x Mp
siendo Dp1 y 0p2, los valores determinados pon densitometría a las bandas
correspondientes a las tormas OC y CCC del plásmido; Mc, es el tamaño del DNA
genómico, estimado en 3 x 106 pb para las tres especies bacterianas en estudio) (Lacks
el al, 1986); Dc, es el valon determinado por densito)metría para la banda de DNA
genómico; y Mp, es el tamaño del DNA plasnildico en ~b.
11. ENSAYOS DE ESTABILIDAD E INCOMPATIBILIDAD
PLASMÍDICAS
11.1 Ensayos dc estabilidad
Se realizaron según el método descrito en del Solar e/ a! (1987b>. Se partió de
un cultivo incial crecido hasta una DO650 = 0.4 en medio selectivo, al cual se le
co)nsider~ la generación de partida (g = 0). A partir de aquí, se realizaron diluciones
sucesivas en una proporcion 1:1 0¾en un medio sin presion selecliva hasta alcanzar
de nuevo la DO650 = 0.4 (unas lO generaciones). En general, se realizaron estos
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ensayos por un período de 60 generaciones. Cada 10 generaciones se tomaron
muestras del cultivo y se analizó: i> contenido de DNA plasmídico mediante
preparaciones de DNA total, y u) porcentaje de células con plásmido, mediante
diluciones apropiadas de las muestras y cultivo en placas con y sin presión selectiva.
La tasa experimental de pérdida del plásmido por célula y generación (U se
calculó a partir de la ecuación:
L<>= 1 -
siendo P0, la frecuencia inicial de células con plásmido y P, la frecuencia de células
con plásmido tras crecer el cultivo n generaciones en un medio sin presión selectiva.
11.2 Ensayos de incompatibilidad
Dos plásmidos que comparten regiones implicadas en su replicación o control, son
incapaces de coexistir en la misma célula huésped. Para realizar los ensayos de
incompatibilidad, se empleó el test de Tipo 1, según el método descrito por Nordstróm
el cii (1980a, 198<)b). En este tipo de test, cultivos co)mpetentes de S.pneuuzonwe que
llevan el plásmido de interés (residente> sc transforman con un segundo piasmido
(donador), que lleva un marcador de selección distinto al del plásmido residente. Para
estudiar la posible incompatibilidad ejercida por el plásmido donador sobre el
residente, se selecciona siempre para el marcador del plásmido domador. Los
transformantes se aislaron en placas con el antibiótico marcador del plásniido donador
y se crecieron en medio líquido hasta una DG~51, = 0.5. En este momento, se tomaron
muestras para analizar el contenido) cíe DNA plasmídico y para calcular el porcentaje
de células resistentes al primer marcador, y que por tanto, conservarían el plásmido
residente. Se ha estimado que son necesarias unas 25 generaciones para que una u.f.c.
dé lugar a una colonia de tamano medio, y que transcurren unas 12 generaciO)fles
hasta que la colonia inoculada en el medio) líquido da lugar a un cultivo con una
DO6~0= 0.5. Por ello, en este caso se analizan los efectos del plásmido donador sobre
el residente, tras 37 generaciones sin presión selectiva para éste. Cuando se deseaban
co)nocer 10)5 efectos en generacíoíies posterio)res, los cultivos cíe lo)s transformantes
iniciales se diluyero)n sucesivamente en medio con presion selectiva para el plásmido
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domador. Se analizó el contenido de DNA plasmídico y se determinó el porcentaje de
células que conservaban el plásmido residente.
En algunas ocasiones se deseaba conocer el efecto que ejercía la presencia del
plásmido residente sobre el número de copias del plásmido donador. En estos casos
se empleó el test Tipo II (Nordstróm el al, 1980a, 198Gb), que consiste en seleccionar
los transformantes con el marcador del plásmido donador en medio sólido y en un
medio líquido inicial. A partir de aquí, los cultivos se diluyen sucesivamente en medio
con presión de selección para el plásmido residente o en ausencia de presión selectiva,
se realiza un análisis (leí co)nteni(lo de DNA plasmídico y se calcula el porcentaje de
células que contienen el plásmido donador.
12. MARCAJE RADIACTIVO DEL DNA
12.1 Preparación de sondas radiactivas
Las sondas del i)NA se prepararon realizan(lo el marcaje del I)NA con
hexanucleótidos al azar, según el método de Feinberg y Vogelstein (1983).
El DNA plasmídico (1 ¡sg aproximadamente) que iba a servir de DNA molde se
desnaturalizó por calor (10 mm, 95eC) y se enfrié rápidamente. La reacción se realizó
en 20 ¡sí, en presencia de 50 mM Tris-HCI, pIl 7.2, 10 mM MgCI2, 0.1 mM DTE
(ditiocritritol), 0.2 mg/ml BSA, 30 pCi de L-32P]dCTP (actividad específica de 5000
Ci/mmol), mezcla de los dNTI>s restantes a 75 pM, 2.2 ¡sg (le hexanucleó[idos pd(N~
y 1 u de Fol 1K. La mezcla se incubé durante 2 Fi a 37eC, y la reacción se paró por
adición de 20 mM EDTA y 8 pg de DNA de timo ternera. l.~a eliminación del
nucícótido radiactivo) no) inco)rpo)rado al DNA se hizo pasando ¡a muestra por tina
co)Itininilla de Sepliadex (3-50 equilibrada en ~l~E(10:1). Las sondas se hirvieron
durante lO miii, seguidas de un enfriamiento rapido antes de ser utilizadas.
¡2.2. Marcaje de fragmentos de DNA en 3’
Para este tipo de marcaje se emplearon fragmentos de DNA con extremos 5’
protuberantes, cuyos tamaños o)scilaron entre 50 y 1600 pb. La mezcla de reacción
contenía 0.5-5 ¡sg de DNA en 50 mM Tris-HCI, pH 7.6, 10 níM MgCI
2, 10 niM ~ME,
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SO-SO pCi del [a-32P]dNTP (actividad específica de 5000 Ci/mmol> que se deseaba
incorporar y 10 u de Po! 1K. Se realizó una incubación de 15 mm a t.a. y se añadió
una mezcla de dNTPs a 60 pM, incubándose 5 mm a t.a. El DNA fue posteriormente
sometido a tratamiento con fenol:cloroformo y precipitación con etanol.
12.3. Marcaje de oligonucleátidos en 5’
El marcaje de oligonucleótidos en el extremo 5’ se realizó utilizando la T4 PNK,
tomando como base el método descrito por Sambrook et al (1989). Geneíalmente, la
mezcla de reacción contenía 1 nmol de un oligonucleótido (cuyo longitud oscilaba
entre 8 y 26 nt) en 50 mM Tris-1-ICI, pH 7.6, 10 mM MgCI
2, 10 mM ~ME, 50 pCi de
[‘y-
32P]dATP(actividad específica de 5000 Ci/mmol) y 10 u del enzima. Se realizó una
incubación de 45 mm a 370C y se paró la reacción con 34 mM EDTA. Para la
eliminación del nucleótido radiactivo no incorporado, la mezcla se trató con
fenol:cloroformo y posterior precipitación con 4 M acetato amónico y 2.5 volúmenes
de etano)l, seguido por un lavado con etanol al 80%.
12.4. Mareaje de oligonucícótidos en 3’
El marcaje de oligonucleótidos en el extremo 3’ se llevó a cabo utilizando el kit
de marcaje en 3’ de Amersham. La mezcla de reacción contenía 1 nmol de
oligonucleotido (longitud entre 8 y 23 nt) en el tampón cacodilato: cacodilato sódico,
cloruro dc cobalto, DTT, pH 7.2; 50 pCi de [22lflddATP (actividad específica de 5000
Ci/mmol) y 10 u de la transferasa terminal. Se realizó una incubación de 1 h a 37~C.
En algunos casos, la eficiencia del marcaje se mejoró añadiendo 5 u más del enzima
y prolongando la incubación 1 Fi más. La reacción se paró añadiendo 42 mM EDTA.
La eliminación del nucleótido radiactivo no inco)rpo)rado se realizó co)mo) en el
apartado anterlo)r.
13. TRANSFERENCIA DE DNA A FILTROS DE NITROCELULOSA
La transferencia de DNA a filtros de nitrocelulosa se basé en el méto)do descrito
por Southern (1975). Para la transferencia del DNA a partir de geles de agarosa no
alcalinos, se realizó un trataníiento previo de desnaturalización: hidrolización parcial
por inmersión de los geles en 0.12 M HG durante 15 mm. Después, los geles se
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lavaron con agua destilada y se sumergieron 40 mm en la solución Soak 1 (0.5 M
NaO!], 1.5 M NaCí). Los geles se volvieron a lavar con agua destilada y se
sumergieron otros 40 mm en la solución de neutralización Soak II (3 M NaCí, 0.5 M
Tris-HCI, pH 7.2). I.ns geles alcalinos, en los cuales el DNA ya estaba
desnaturalizado, se sumergieron directamente en la solución de neutralización (1 M
Tris-HCI, pH 7.6, LS M NaCí).
A continuación, el gel se colocó sobre papel Whatman 3MM, cuyos bordes
estaban en contacto con una solución SSC(lOx) [1.5 M NaCí, 0.15 M citrato trisódico].
Se colocó encima del gel un filtro de nitrocelulosa humedecido en SSC(lOx), tres
papeles Whatnan 3MM y una pila de servilletas de papel. Sc puso un peso encima
para favorecer el contacto) entre las distintas capas de pape! y se permitió la
transferencia a t.a. durante 14 Fi. ‘Tras este período, el filtro se secó a 37’C y se
mantuvo 2 Fi a 800(7. Para su hibridación, el filtro de nitrocelulosa se sumergió en un
tampón que contenía 50% formamida, 5 mM EDTA, 0» M NaCí, 48 mM fosfato
sádico, pH 6.8, 0.1% SDS, 100 ¡sg/ml DNA de esperma de salmón (o de timo de
ternera) desnaturalizado, solución Denliart’s lx (preparada según Maniatis el al, 1982)
y la sonda de DNA marcada radiactivamente, previamente desnaturalizada por calor
10 mm a 950C. La hibridación se llevó a cabo a 370C durante 12-14 Fi. Posteriormente,
se lavaron los filtros con las soluciones 1 (50% formamida, 2 mM EDTA, 20 mM
fosfato sódico, pH 6.8, 0.36 M NaCí, 0.1% SDS) y 11(0.1 mM EDTA, 1 mM fosfato
sádico, pH 6.8. 18 mM NaCí, 0.1% SDS). Para finalizar, se secaron los filtros a 37~C
y se expusieron a una película autorradiogrúfica.
14. ELEC’UROFORESIS DE PROTEINAS
Para la electroforesis de proteínas se prepararon geles desnaturalizantes cíe PAA
(30% acrilamida:0.8% bisacrilamida) a concentraciones variables entre 10 y 16%, en
0.375 M Tris-I-ICl, 0.1% SDS, 0.06% TEMED y 0.06% PSA. Los geles se prepararon
empleando las cubetas Míni-Protean de Bio-Rad. Las dimeíísiones de los geles fueron
las descritas anteriormente. La electroforesis se realizó en tampón 50 mM ‘JYis-HCI,
pH 8.3, 300 mM glicina, 0.1% 5W y 2 mM EDTA, a un voltaje constante de 200 Y
Las muestras se prepararon para la eleetrofoíesis añadiéndoles el tampón de carga
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SLB (50 mM Tris-HCI, pH 8.8, 1% SDS, 2 mM EDTA, 5% flME, 10% glicerol, 0.2
mg/ml BFB) e incubándolas a 950C durante 3 mm, antes de ser cargadas en el gel.
Tras la electroforesis, los geles se tiñeron en una solución de azul brillante de
Coomasie (CBB) al 0.25% en una mezcla de agua:metanol:ácido acético glacial (4:5:1)
durante 40 mm a ta. El exceso de colorante se eliminó sumergiendo los geles durante
1 h en una solución de ácido) acético):metanol (7.5% 45%), pasándolos a continuación
a una solución de ácido) acético:metanol (7.5% :5%) durante 14 h a t.a. En ocasiones,
la tinción de los geles se realizó a 500C. En estos casos, se utilizó una solución de
CBB al 0.05% en una mezcla de agua:isopropanol:ácido acético glacial (6.5:2.5:1)
durante 40 mm; para desteñir los geles se usó ácido acético al 10% durante 1 ti a
SOL.
15. HIPEREXPRESIÓN DE GENES BAJO EL PROMOTOR dO DEL
FAGO 11 Y EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES
Para la hiperexpresión específica de genes donados bajo el promotor $0 del fago
177, se utilizó el sistema de clonaje vector pETS/huésped BL2I(DE3) descrito por
Studier y N4offatt (1986).
La estirpe BLZI(1)E3) contiene un profago defectivo del fago A que lleva el gen
de la RNA polímerasa del fago) T7 bajo el contro)l del promotor inducible /acUVS. El
vector pEIS contiene el promotor ~i0, el cual es reconocido) específicamente por la
RNA polimerasa cte T7; y bajo ese pro)mo)to)r se clo)na el gen que se quiere expresar.
La adición de IPTG al sistema induce el promotor lacUVS, activándose de esta forma
la síntesis de la RNA polimerasa del fago Ti. Esta enzima promueve la transcripción
a partir del promotor fO, expresándose así el gen de interés. Si añadimos rifampicina
(Rif) se inhibirá la RNA polimerasa del huésped, pero no la del fago, con lo cual
conseguiremos una expresión específica de nuestro gen. En alguno)s casos, se utilizó
como vector el fagémido> pALTER- 1, el cual también contiene el promotor ~i0. Con
cualquiera de los dos vectores, cl marcador de selección utilizado fue Ap.
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La funcionalidad del sistema, establecido por Studier, se podría ver afectada en
tres casos: 1) por la presencia de genes donados en el vector que diesen lugar a
productos tóxicos para las bacterias; 2) por pérdida del plásmido y 3) por el hecho de
que la p-lactamasa codificada por el vector, en cultivos suficientemente crecidos,
puede degradar cierta cantidad de Ap del medio, favoreciendo con ello, el crecimiento
de células sin plásmido. Para comprobar la eficacia del sistema se determinó el
porcentaje de células con plásmido y de células en las que el sistema era funcional,
de la siguiente forma:
El porcentaje de células con plásmido se determinó como):
uit en medio TY con Ap x lOO
u.f.c. en medio TY
El porcentaje de células que carecen de sistema funcional, o sea, aquellas células
que pueden crecer en presencia de IPTG, bien porque hayan perdido el plásmido o
porque son mutantes que carecen de capacidad para expresar el gen donado, se
determínaro)n conio):
u.f.c. en TY con 125 11M IPTG x 100
u.fc. en TY
El porcentaje cte mutantes que conserven el plásmido pero scan incapaces de
expresar el gen donado, y que por tanto, crecerán en presencia dc Ap y de IPTG, se
determinó como:
u.f.c. en TY con Ap e 125 uM IPTG x 100
uÁ.c. en iY
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Para la expresión ole un determinado gen, se preparé un preinóculo (le la estirpe
BL2I(D113) con el plásmido recombinante de interés, en el medio M9 con Ap. Se
incubó a 370C con agitación y se permitió el crecimiento hasta una D0650= 0.3.
Seguidamente, el cultivo se diluyó 20 veces en el mismo medio y se dejó crecer hasta
alcanzar una D0650= 0.45. En este momento, se indujo el sistema por adición de 1
mM IPTO y se incubó 30 mm a 37
0C. Transcurrido este tiempo, se añadió Rif (200
¡sg/mí) al cultivo y se incubé durante 90 mm más a 37%?.
Para la expresión de proteínas totales, se recogieron las células por centrifugación
(10 mm, 40C, 8200 x g) y se resuspendieron en un tampón que contenía 50 mM Tris-
HCI, pH 6.8, 2% SDS, 2 mM EDTA, 1% fiME, 1% glicerol. Se calentaron las
muestras 3 mm a 95%? y se les añadió el colorante de carga SLB. Las muestras se
analizaron en un gel de SDS-PAA al 10 o 12%.
16. PRECIPITACIÓN Y VALORACIÓN DE PROTEÍNAS
La concentración de las muestras proteicas se llevó a cabo por precipitación con
acetona o TCA. En el primer caso, a la muestra se le añaden 5 volúmenes de acetona
fría y se incuba 15 mm a -200C. El precipitado se recoge por centrifugación a 11200
x g durante 10 mm a ~15oC,se disuelve directamente en el tampón de carga SLB y se
hierve durante 3 mm antes de ser analizado por SDS-PAGE. La precipitación con
TCA se realiza añadiendo a la muestra 0.03% Na-DOC y 10% TCA, se mantiene
durante 1 Fi a ORO y se recoge el precipitado por centrifugación a 9600 x g, durante 20
mm a 00C. Después, se disuelve con SDS al 5% y se añade el tampón SLB; si es
necesario se ajusta el pH de la muestra ct>n NaO!]. El análisis se realiza mediante
SI)S-PAGE.
La concentración de proteínas de una muestra se valoré mediante el reactivo
BCA (Pierce) siguiendo el protocolo) stándard recomendado por la casa
suministradora. Se preparó una curva patrón de seroalbúmina bovina entre 0.2 y 1.2
mg/ml.
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17. PURIFICACIÓN DE RcpB
La purificación de la proteína RepB se realizé, esencialmente, siguiendo el
método descrito en el trabajo de la Campa el al (1990), con algunas modificaciones.
Se preparó un preinéculo de E.col¡ BL21(DE3) con el plásmido pLSl9 en 50 ml de
M9 con 200 ¡sg/ml Ap y se incubé a 370C con agitación hasta que el cultivo alcanzó
una DO650 = 0.3. Se realizó una dilución 1/100 en 21 de medio M9 con 200 ¡sg/ml Ap,
y se incubé a 37%? hasta que al cultivo alcanzó una D0650= 0.45. En este momento
se añadió 1 mM IPTG y se incubé 30 mm a 37%?. Transcurrido este tiempo, se añadió
Rif (200 ¡sg/mí) y se incubé el cultivo 90 mm más a 37%?. Las células se recogieron
por centrifugación a 10800 x g dtirante 35 mm, se lavaron con el tampón H (20 mM
Tris-HCI, pl] 8.0, 1 mM EDTA, 5 mM DJT, 5% EG) suplementado con 150 mM KCI
y se resuspendieron en 20 ml de ese mismo tampón. La lisis celular se llevó a cabo
pasando la suspensión dos veces por una prensa French a una presión de 8.3 MPa.
Los restos celulares se eliminaron por centrifugación durante 30 mm a 10000 x g.
Para la precipitación de los ácidos nucleicos, al sobrenadante se le añadió gota
a gota una solución de sulfato de estreptomicina (Sm) al 25% (6 mí), mientras la
mezcla se agitaba a 0
0C. La agitación se continué durante 30 mm más a 0%? y se
eliminé el precipitado por centrifugación (30 mi 4%?, 10000 x g). Al sobrenadante
se le añadió, poco a poco, sulfato) amo)nico) hasta el 70% de saturación, manteniendo
la mezcla a OOC con agitación suave. Cuando la sal se hubo disuelto, se continué la
agitación durante 30 mm más. La cantidad de sulfato amonico a añadir se calculé a
partir de la siguiente fórmula:
g = 533x S~-S~j
100 - 0.3 x
siendo S~ el porcetaje de saturación inicial y ~2 el porcentaje de saturación final. Para
un 70% de saturación Fiay que añadir 472 mg de sulfato> amónico por cada ml de
so)brenadante. El l)recipitado) pro)tcico se recogió por centrifugación (30 mm, 4%?,
10000 x g), se disolvió en 15 ml del tampón H stíplementado con 300 mM KCI y se
dializó frente a 1 1 deI mismo tampón (se realizaron dos cambios del tampón, cada
uno al cabo) de 3 Fi). Se analizó el contenido de la bolsa de diálisis, separando por
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centrifugación las proteínas precipitadas de las solubles en estas condiciones. Se
observó que RepB se encontraba mayoritariamente en el sobrenadante, por lo cual,
éste se dializó frente a 1 ] del tampón H sin adición de KCI. Este paso facilita la
purificación de RepB ya que esta proteína pierde solubilidad respecto a las otras, al
disminuir la fuerza iénica del tampón. Tras la diálisis sin KCI, las proteínas solubles
e insolubles, se separaron por centrifugación (30 mi 4%?, 10000 x g).
El sedimento se disolvió en 20 ml de tampón H con 300 mM KG y se aplicó a
una columna de heparina-agarosa (Affi-Gel de Bio-Rad), equilibrada con el mismo
tampón. Se empleó una columna K-9 de Pharmacia de 0.9 cm de diámetro y 8.3 ml
de volumen. Tras la aplicación de la muestra, se realizó un lavado con el tampón H
suplementado con 300 mM de KCI (10 volúmenes de columna). Las proteínas
adsorbidas a la matriz de heparina-agarosa se eluyeron mediante un gradiente lineal
de 300 a 600 mM de KCI (120 mí), a un flujo constante de 14 ml/Fi. Se recogieron
fracciones dc 2 ml y se analizaron 100 pl de las fracciones que eluyeron
aproximadamente entre 410 y 500 mM de KCI, precipitándolas con acetona o con
TCA, y cargándolas en un gel de SDS-PAA. RepB se encontró de forma mayoritaria
en las fracciones centrales analizadas; fracciones que se juntaron y dializaron frente
a 11 de tampón H con 300 mM de KCI.
Como última de etapa de purificación y concentración de la proteína, las
fracciones dializadas de la primera columna se aplicaron a una segunda columna de
heparina-agarosa equilibrada de la misma forma que la vez anterior. Se realizó un
lavado de 10 volúmenes de columna con el tampón de equilibrado y, posteriormente,
RepB se eluyó con un gradiente lineal de 0.3 a 1 M KCI (50 mí), a un flujo constante
de 14 ml/Fi y recogiendo fracciones de 2 ml. Se procedió al análisis de 50 pl de las
fracciones, precipitúndolas con TCA antes de ser cargadas en un gel de SDS-PAA y
se juntaron las tres fracciones centrales que eluyeron aproximadamente a 425 mM de
KCI, caracterizadas por una mayor pureza y concentración en RepB. El volumen se
repartió en alícuotas (le 50 pl y se congele a ~70oC?para su co)nservacion.
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18. DETERMINAClÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE RepE Y
CÁLCULO DE SU COEFICIENTE DE EXTINCIÓN
La concentración proteica en la preparación de RepB fue determinada por el
servicio de Química de Proteínas del CIB mediante el análisis de la composición
molar de aminoácidos (aa). Para ello, se dializaron 950 pl (—40 ¡sg) de la muestra
frente a 1 1 de agua destilada, antes de proceder a su liofilización. Se realizó una
hidrólisis en presencia de 6 N HCI y 5% ácido tioglicólico, y se inyectó una cuarta
parte de la muestra, en el analizador automático de aa. Los aminoácidos se analizaron
mediante un equipo Biotronik LC-7000. Para RepB se calculé una concentración de
45 ng/pl.
La determinación del coeficiente de extinción molar teórico de RepB se realizó
a partir de los valores de los aa: triptófano (Trp), tirosina (Tyr) y fenilalanina (Phe),
presentes en la proteína, multiplicados por el coeficiente de extinción (c) a 280 nm
de cada aa. RepB posee 1 Trp, 12 Tyr y 7 Phe; y su masa molecular deducida a partir
de su secuencia es de 24252 Da. Los coeficientes de extinción a 280 (~¿ calculados
para cada uno de los aa son los siguientes: 5559 M-1 cm” para Trp, 1197 M” cm” para
Tyr, y 700 M” cm1 para Phe. Por tanto, el valor de ~280 para RepB se calculé de la
siguiente forma:
<280= (1x5559 + 12<1197 + 7x700) M” cm1 = 24823 mol’ 1 cm
’
24252 Da 24252 g mol’
<280= 1,0235 mg” ml cm1
Se realizó una medida de la absorbancia de RepE a una longitud de onda >~=280
nm frente al tampon Fi suplementado con 425 mM de KCI; para ello, se utilizó un
espectofotómetro Shiniadzu, modelo UV-1 60. El valor (le absorbancia obtenido fue
de 0,179.
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19. ENSAYOS DE ACTIVIDAD DE Repil
19.!. Ensayos de actividad de RcpB sobre DNA superenrollado
En general, para este tipo de ensayos se incubaron 45 ng de proteína con 700 ng
de DNA plasmídico en un volumen de 30 ¡sí de tampón B (20 mM Tris-HCI, pH 8.0,
1 mM EDTA, lOO mM KCI, 5 mM Dfl) suplementado con 20 mM MnCI2, durante
30 mm a las temperaturas de 37, 45 y 60%?. La reacción se paró con la adición de 125
¡sg/ml proteinasa K e incubación de 10 mm a t.a. A las muestras se les añadió el
colorante de carga BXGE y se mantuvieron a 4%?, antes de ser analizadas mediante
electroforesis en geles 1% agarosa en TBE, con 0.5 ¡sg/ml dc EtBr. La electroforesis
se llevó a cabo) a 2.7 y/cm. Los geles se fotografiaron bajo luz UV (254 nm) y se
realizaron densitometrías de los negativos.
Para determinar las mejores condiciones de actividad de RepB se realizaron
ensayos variando las concentraciones de proteína y DNA, los tiempos y temperaturas
de incubación, la concentración de MnCI, añadida a la mezcla de reacción, la
presencia o no de otras proteínas, presencia de la heparina como competidor, etc.
Asimismo, se probaron distintas condiciones para el análisis de los productos de
reacción: porcentaje de agarosa, concentración de EtBr y presencia o no de éste
durante la corrida del gel, tampón para la electroforesis y duración de ésta, etc. Todas
estas variaciones serán explicadas en el apartado de Resultados.
RepB posee una actividad de corte/cierre tipo topoisomerasa 1; por tanto, la
reacción de RepB sobre [)NA superenrollado circular covalentemente cerrado (CCC
o FI) tendrá como productos de la actividad de corte, las formas circulares abiertas
(OC o VII); y como productos de corte/cierre, las formas circulares relajadas (RC o
FI’). Como estas tres formas de DNA plasmídico poseen intensidades de fluorescencia
diferentes, debido a que el EtBr se intercala de distinta manera entre ellas, el
rendimiento de los productos de corte/cierre de RepB se calculé por disminución de
la señal de fluorescencia de las formas FI del DNA no tratado con RepB. También
se observó que el KCI presente en el tampón de incubación, puede generar
inespecíficamente formas Fil en una pequeña proporción. Por ello, se calculé este
porcentaje en la muestra no tratada y se desconté en los cálculos realizados para las
muestras incubadas con RepB. La fluorescencia se cuantificó a partir de los negativos
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obtenidos en un densitómetro 400, utilizando el programa ImageQuant (Molecular
Dynamics) o directamente a partir de los geles teñidos, usando el aparato Gel-Doc
1000 de Bio-Rad (Molecular Analyst).
19.2. Ensayos de actividad de Repil sobre oligonucleótidos
Para este tipo de ensayos se utilizaron oligonucleótidos marcados en su extremo
5’ con 32P, que fueron incubados con la proteína, en una relación molar oligo:proteína
de 1:7.5, en el tampón B suplementado con 20 mM MnCI
2. Las mezclas de reacción
se incubaron 30 mm a las temperaturas de 37, 45 y 600C. El transcurso de la reacción
se paró con la adición de 200 mM EDTA o 300 ¡sg/ml proteinasa K, con una
incubación en este último caso de 20 mm a 37%?. A continuación, se realizó una
precipitación de las muestras añadiendo 5 ¡sg de tRNA como coprecipitador, 0.1
volúmenes de 3 M acetato sódico, pH 7.0 y 3 volúmenes de etanol absoluto. Se
mantuvieron 1 ti a -70%? y se recogió el precipitado por centrifugación (40 min,~10oC,
9500 x g). Las muestras se disolvieron directamente en el colorante de carga BXF y
fueron analizadas en un gel de secuenciacién del 20% PAA/8 M urea. Se detecté la
radiactividad por exposición autorradiográfica y se cuantificaron las bandas con el
programa ImageQuant del sistema Phosphorlmager (Molecular Dynamics).
Para detectar los productos de la actividad de corte/cierre de RepE sobre
oligonucleótidos monocatenarios, se mezclaron o]igos mareados (1.3 pmoi) con oligos
no) marcados (2.5 pmol) de distinta lo)ngitud, y se incubaron con distintas
concentraciones de RepI3 (1.2 o 2.3 pmol) en el tampón B suplementado con 20 mM
MaC!2, durante 30 mm a las temperaturas ya indicadas. Las muestras se trataron y
analizaron de la misma forma que en el apartado anterio)r.
20. AISLAMIENTO DE COMPLEJOS PROTEÍNA-DNA COVALENTES
Para intentar aislar O) detectar intermediarios covalentes RepB-DNA, se
realizaro)n cuatro tipos de ensayos:
a) Interfase. Se basa en la captura de complejos covalentes pro)teina-DNA (formas
Fil) por la interfase agua-fenol y en la detección de éstos como bandas retardadas en
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un gel tras la digestión con un enzima de restricción (Pansegrau ci al, 1990). En estos
ensayos el DNA plasmídico se incubé con RepB en las condiciones indicadas en el
apartado anterior. A continuación, se añadió SDS (2.5% concentración final) y se
incubé durante 5 mm a 3TC. La muestra se sometió a un tratamiento con
fenol:cloroformo. Se separaron las fases acuosa y fenólica por centrifugación,
recogiéndose tanto la fase superior como la interfase. La interfase se dializó frente
a 20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, 250 mM KCI y, al igual que la fase
superior, fue precipitada con etanol. El sedimento se disolvió en el tampón adecuado
para la digestión con un enzima de restricción, y parte de la muestra fue digerida.
Todos los productos se analizaron por electroforesis, en un gel de agarosa al 0.8% con
0.5 ¡sg/ml de EtBr y tampón TBE.
b) KtSDS. Se realizó siguiendo fundamentalmente las indicaciones de Waters el al
(1991). Se basa en la precipitación de complejos SDS-proteína y complejos SDS-
proteína unidos covalentemente a DNA o RNA mediada por iones K~. Para realizar
estos ensayos el DNA plasmidico se incubé con RepB en las condiciones ya indicadas.
Tras los 30 mm de incubación, las muestras fueron tratadas con 1% SDS en presencia
de 10 mM EDTA, durante 10 mm a t.a. Se añadió KCI (100 mM concentración final)
y se realizó una incubación de 20 mm a 0%?. Las muestras se centrifugaron 10 mm,
a 9500 x g y 4%?, y se recogió tanto el precipitado como el sobrenadante. Los
precipitados se resuspendieron en el mismo) volumen de los so)brenadantes y una parte
se trató con proteinasa K (1 ¡sg//LI). Los pro)ductos de reacción se analizaro)n po~r
electroforesis en un gel de agarosa al 0.9%, con 0.5 ¡sg/ml de EtBr y tampón TBE.
c) Retardo en gel de fragmentos de restricción. Este método ha sido descrito por
Koepsel el al (1985) y consiste en someter las mezclas de reacción a un tratamiento
con pro)teinasa K y SDS, digerirías con un enzima de restricción y observar los
intermedios covalentes como bandas retardadas en un gel. El DNA plasmídico se
incubé con la proteína como siempre, tras lo cual una parte de las muestras se dializó
frente al tampón del enzima de restricción que se iba a usar y otra parte, se precipité
con etanol. Las muestras precipitadas con etanol se dividieron en tres grupos: el
primer grupo se trató directamente con el enzima de restricción. Los otros dos grupos
se trataron primeramente con proteinasa K (12.5 ¡sg/mí) y SDS (0.28%) durante 10
mm a t.a., o con proteinasa K (125 ¡sg/mí) y 5108 (028%) dtirani.e 30 mm a 0%?.
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Después se realizó una extracción con fenol y una precipitación con etanol, y por
último, se trató con el enzima de restricción. Todas las muestras se analizaron por
electroforesis en un gel de PAA al 5% en TAE, en condiciones no desnaturalizantes.
d) Retardo en gel dc complejos con oligonucleátidos. Este método se basa, como en
el caso anterior, en la visualización de los complejos proteína-DNA covalentes como
una banda de migración electroforética retardada, según el trabajo de Pansegrau e!
al (1993). Para realizar este ensayo se mezclaron 3.75 pmol de un oiigonucleótido
marcado en su extremo 3’ con distintas concentraciones de RepB (5.5, 14 y 28 pmol)
en 90 pl del tampón B suplementado con 20 mM MnCI2. La mezcla se incubó durante
30 mm a 37, 45 o 60%?. A continuación, se trató con proteinasa K (215 mg/mI)
durante 20 mm a 37%?. Los productos de reacción se precipitaron con etanol y se
analizaron en un gel de secuenciación del 20% PAA/8 M urea. Las bandas se
visualizaron mediante una exposición autorradiográfica.
21. ANÁLISIS DE LA QUIRALIDAD DEL FOSFATO IMPLICADO EN
LA UNIÓN DE LA PROTEÍNA RepB AL DNA
El análisis de la estereoquímica del fosfato implicado en la transferencia del
DNA a la proteína, requiere un fosfato quiral entre los nt donde se va a producir el
corte en el DNA y un fosfato interno marcado radiactivamente con
32P situado en el
nt situado a 5’ del corte, que nos va a permitir visualizar los prOducto)5 o)btenidos tras
la reaccion de transferencia y el análisis con nucleasas estereocspecificas. El fosfato)
quiral se consigue substituyendo uno de los oxígenos, que no forman parte del enlace
fosfodiéster, por un átomo de azufre. Como ya hemos comentado anteriormente, estos
oligo)nucieótidos tio)-derivado)s fueron SintetizadO)s y purificados por el Dr. Ramón
Eritja en e] European Molecular Biology Laboratory, según las condiciones descritas
por Mizuuclii y Adzuma (1991).
La construcción de un oligonucleótido con la secuencía de eo)rte de la proteína
RepB y que llevase el fosfato quiral en la posición del fosfato implicado en la unión
a la proteína, se realizó de dos formas:
Materia/es y Métodos 69
a) Ligación de los oligonucleótidos tio-derivados de 9-mer marcados (configuraciones
R~ y S~: 5’-GP5APCPCPCPCPCPCPCO-3’, donde p~ representa el fosfato quiral situado
entre los nt (3/A donde se produce el corte) y del oligonudeótido de 15-mer (5’-
TpGpGpGpGpGpGpGpCpTpApCpTpApC-3’, que contiene la secuencía consenso de
RepB situada a 5’ del sitio de corte) con la i’4 RNA ligasa. Previamente, los tio-
derivados fueron marcados en sus extremos 5’ con la T4 PNK y [a-22P]dATPy se les
bloqucó el grupo -~OH en 3’ usando ddATP y la transferasa terminal, obteniéndose
como resultado el oligonucleótido 5’~p*GpSApCpCpCpCpCpCpCpAH~3’, con cada uno
de los tioderivados (donde p~ indica el fosfato marcado radiactivamente). La reacción
de ligación usando la T4 RNA ligasa se realizó siguiendo las recomendaciones de
Brennan el al (1983): concentraciones de oligonucleótidos y enzima más altas que las
que se usan normalmente para unir moléculas de RNA, exceso del aceptor-OH de 1
a lO veces (molar) respecto al donador-P, tiempos de reacción más largos (1-10 días),
incubación a baja temperatura (5~15oC), concentraciones de ATP a valores bajos (de
0.1 a 0.9 respecto al donador) y presencia de Mn(II). Para realizar la ligación se
preparó una mezcla con 300 pmol de oligonucícótido tio-derivado marcado en su
extremo 5’ (donador-P, 30 ¡sM de concentración final), 1.2 nmol del oligonucleótido
IS-mer (aceptor-OH, 120 ¡sM de concentración final), 0.15 nmol de ATP (15 ¡sM), 1
mM fosfocreatina pH 9.0 y 2 mM espermina pI] 7.9; esta mezcla se llevó a sequedad
en una bomba de vacío y luego se añadieron los siguientes componentes: 50 mM
HEPES-NaOH pH, 7.9, 10 ¡sg/ml BSA, 20 mM DJT, 175 u/ml de creatina-fosfato-
quinasa, 170 u/ml de adenilatoquinasa, lO mM MnCI
2 y 50 u de T4 RNA ligasa, en
un volumen final de 10 pl. Las muestras se analizaron en un gel 24% PAA/50% urea.
Otras condiciones para realizar una ligación de o>ligonucleótidos con la 1’4 RNA ligasa
se describen en Tessier a al (1986): se usa tina relación aceptor:donador de 5:1, 20
pM ATP, 10 mM MgCI9, 1 mM HCC (cloruro de bexamin-cobalto), 50 mM Tris-HCI,
pH 8.0, 10 ¡sg/mI BSA y 25% PEG. En este caso la reacción se incuba durante 16 h
a 25%? y no se necesita un sistema para la regeneración de ATP.
b) Ligación de los oligonucleótidos tio-derivados de 9-mer fosforilados
(configuraciones R~ y S~: 5’-pGp5ApCpCpCpCpCpCpA0~-3’) y del oligonucleótido de
1 4-mer (5’-TPGPCPTPTPCPCIJGPTPAPCPTPAPCCH-3’, que contiene la secuencia
consenso de RepB situada a 5’ del sitio de corte) con la T4 DNA ligasa. Para realizar
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esta ligación, los oligonucleótidos se anillaron previamente a DNA desnaturalizado)
del plásmido pFX2 (que contiene la secuencia de corte de la l)ro)teína RepB). La
desnaturalización del DNA de pFX2 (15 pmo], 35 ¡sg) se realizó mediante un
tratamiento con 0.4 M NaO!], y se precipitó con 0.45 M acetato sódico y 3 volúmenes
de etanol. El sedimento se disolvió directamente en la mezcla de anillamiento, que
contenía el oligo quiral fosforilado (30 pmol) y el olígo de 14-mer (15 pmol) en la
solución SSC y 10 mM Tris-lIC> pH 8.0. Para hibridar los oligonucleótidos al DNA
molde se calentaron las mezclas de anillamiento (volumen final de 50 pl) durante 5
mm a 70%?, tras lo) cual se dejaron enfriar lentamente hasta alcanzar la t.a. A la
mezcla se le añadió la T4 DNA ligasa (6 u) en el tampón recomendado por la casa
suministradora (volumen final de 70 pl) y se incubó durante 16 Fi a 16%?; se añadió
más ligasa y se incubé 2 Ii más a 16%?. Se realizó una extracción con fenol:cloroformo
y una precipitación con etanol; como producto de ligación se obtendría, de forma
mayoritaria, el oligonucleótido de 23-mer (5’-TpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpAp
CpGP5ApCpCpCpCpCpCpAO0-3’), que contiene la secuencia de corte completa. Por
otro lado), se sintetizó el 0)1 i go nu cleóti do de 24-mer (5’-
ApApGpCpGpApApTpTpTpTpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApQH-3’), se anilló al
DNA de pFX2 desnaturalizado de la misma forma que la vez anterior y mediante la
Ti DNA polimerasa se incorporé [a-
32P]dGTP en su extremo 3’, obteniéndose como
resultado un oligo de 25-mer con el nt (3 del sitio de corte marcado radiactivamente.
La polimerización se realizó añadiendo [a-32P]dGTP (20 pmol, 60 pCi), dGTP (40
pmo]) y Ti DNA polimerasa (11.5 u) en 5 mM MgCI
2, 20 mM ‘l’ris-HCI pH 7.6 y 5
mM DTI’, en un volumen final de 70 pl; se incubé 15 ruin a t.a. y se añadió más
enzima, inctíbando otros 15 mm más a t.a.; la reacción se paró con 25 mM EDTA en
hielo. La co)mprobación de la eficiencia de polimerización se realizó tomando una
alícuota de 0.5 pl que se mezclé con 2.5 pl de agua y se repartió en dos filtros
Whatman DES 1; uno) de los filtros se dejó secar a t.a. (cpm total) y el otro filtro) se
lavé seis veces con 0.5 M HPO4Na2 durante 5 mm y 2 veces cori agua destilada 1 aún
(cpm incorporadas), se secó a 80%? y se contaron las cpm de los dos filtros en un
contador de centelleo. La incubación del oligo quiral de 23-iner y del oligonucleétido
de 25-mer marcado radiactivamente con la proteína RepB en condiciones de
corte/cierre que permitan el intercambio de hebras nos dará como producto un
oligonucicétido quiral de 33-mer con un fosfato interno (5’-ApApGpCpGpApApTp
TpTpTpGpCpi’pTpCpCpC,pTpApCpTpApCp*GpSApCpCpCpCpCpCpAo.<~3’). La
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eliminación del DNA molde de pFX2 se llevó a cabo pasando las muestras,
previamente diluidas y desnaturalizadas por calor (10 ruin a 95%?) por un
microconcentrador Microcon 100 (de Amicon), durante 15 mm a 500 x g y 20%?. El
corte de membrana de este microconcentrador es de 100 KDa, con lo cual el DNA
era retenido y lo)s oligos O nt no) incorpo)rados se recuperaban en el filtrado. Este
filtrado se pasaba nuevamente por otro microconcentrador Microcon 3 (de Amicón,
corte de membrana de 3 KDa), durante 1 h a 14000 x g y 20%?, para la eliminación
del nt no incorporado y del oligo quira] (9-mer) no anillado.
Una vez obtenido el oligonucleótido quiral sustrato se realizó una incubación con
dos concentraciones de RepB (0.6 y 1.9 pmol), durante 20 mm a 450C. Las muestras
se trataron con proteinasa K (125 ¡sg/mí) durante 10 mm a t.a. y se precipitaron con
etanol; se analizaron en un gel 20% PAA/8 M urea y se eluyó la banda de PAA
correspondiente al producto de la actividad de corte/cierre de RepB. El análisis de
la quiralidad del fosfato del oligonucleótido eluido se realizó mediante digestiones con
dos nucleasas esteroespecíficas: la nucleasa Pl, que reconoce el enlace R,-fosforotio
y la PDE, que actúa preferentemente sobre el enlace 55-fosforotio. La reacción con
la nucleasa Pl se llevó a cabo con 0.0015 u del enzima en 20 mM acetato) sódico pH
5.3, 0.1 mM ZnCI2 y 11.7% glicerol, y una incubación a 37%?. La reacción con la PDE
se realizó con 0.15 u de] enzima en 50 mM Tris-l-ICI pH 9.0, 5 mM MgCI2 y 11.7%
glicerol, e incubando a t.a. (280C). En ambos casos se tomaron alícuotas (7.5 ¡sí) a los
5 y 60 mm de incubación, se les añadió un volumen de una mezcla de tampón
BXF:agua (1:1) y se evaporaron a vacío hasta un volumen final de 7.5 pl. Los
productos de reacción se analizaron en un gel 24% PAA/8.3 M (50%) urea.
22. ENSAYOS DE RETARDO EN GEL
Este tipo de ensayos se realizaron para analizar curvaturas intrínsecas en el DNA
o inducidas por la unión de una proteína (y mutantes de ésta) a determinadas zonas
del DNA. En este trabajo se realizaro)n dos tipos de ensayos:
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22.1. Curvaturas intrínsecas: ensayos en ausencia de RepB
El fragmento de 1)NA objeto de estudio (fragmento Banl-ApaLI de 393 pb de
pMVI5S) se clonó en el sitio único Sal! del vector pBend2 (Kim el al, 1989). El
plásmido recombinante pBend—dso fue digerido con distintos enzimas de restricción,
originando fragmentos de la misma longitud con la zona del DNA a estudiar
localizada en distintas posiciones. Aquellos fragmentos que presenten una curvatura
en su zona central migrarán más lentamente que aquellos que posean la curvatura en
un extremo. Las diferencias en la migración de los fragmentos se verá favorecida si
la electroforesis se realiza a 50C. Por el contrario, en una electroforesis realizada a
500C, los fragmentos curvados tenderán a migrar igual que aquellos que no lo están
(Poljak y Gralla, 1987). Tras la digestión de pBend-dso (0.4 pg) con distintos enzimas
de restricción, la muestra se repartió en dos (0.2 ¡sg), se añadió el colorante de carga
BXGE y se analizó por electroforesis en dos geles nativos 6% PAA, a un voltaje de
20 V/cm en tampón TAE. Una de las electroforesis se realizó en una cámara fría
(50(7) y la otra se llevo a cabo en un incubador a 500(7. Se midieron las rno)vilidades
relativas (R[) de cada fragmento a 5 y 500(7.
22.2. Curvaturas inducidas: ensayos en presencia de RepB
Este tipo de ensayos han sido descrito previamente en los trabajos de Garner y
Revzin (1981) y de Fried y Crothers (1981). El plásmido pBend-dso (0.4 pg) fue
nuevamente digerido con enzimas de restricción y la muestra se dividió en dos (0.2
Mg) para ser tratado o no con la prt)teína RepB (—110 ng) en el tampón B. Las
mezclas se incubaron 30 mm a t.a. y se analizaron por electroforesis en un gel de
PAA al 6%, a 16 y/cm en tampón TAE. Alternativamente, se emplearon geles de
0.5% agarosa-l.8% PAA, a 6 y/cm en tampón TAE. En este último caso, se incluyó
una muestra a la que se trató con heparina (0.2 pg/pl), añadiéndola en los últimos 10
mm de incubación.
22.3. Complejos ¡(cpB-DNA
Se utilizaron lragmento)s de DNA eluidos a partir de un gel (le PAA que fueron
marcados cii su extremo 3’. Se incubaron con distintas cantidades cíe proteína durante
30 mm a t.a., y se analizaron en un gel de PAA al 5%, a 25 y/cm en ampón TAE.
Las bandas se visualizaron por autorradiografía.
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23. ENSAYOS DE UNIÓN PROTEÍNA-DNA EN FILTRO
Los ensayos de unión de complejos RepB-DNA a filtros (de la Campa et al; 1990)
se realizaron para conocer la naturaleza de éstos. Para estos ensayos, se n~ezciaron
3.75 pmol de un oligonucleótido marcado en su extremo 3’(que contenía el sitio de
corte de RepB) con 23 pmo] de RepB en 90¡il de tampón B suplementado con 20 mM
MnCI2. La mezcla se incubó 5 mm a 600(7 y se paré la reacción con 900 ¡sí de tampón
L frío (20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, 20 mM KCI, 5 mM Dli’)
suplementado con 50 mM EDTA. Las mezclas de reacción se aplicaron sobre filtros
de nitrocelulosa (HA 0.45 pm, Millipore) pre-lavados con el tampón L y con un
exceso de 10 veces de un oligonucleótido inespecífico. El flujo se ajustó a 1.5 ml/Fi.
Después, los filtros se lavaron con 9 ml del tampón L y se secaron a 500(7 durante 45
mm. La radiactividad retenida en los filtros se determinó en un contador de centelleo
(Cerenkov).
Para analizar la estabilidad de los complejos RepB-DNA, los filtros se lavaron
con tampones L preparados a diferentes pH (entre 7.0 y 9.5), o suplementados con
distintas cantidades de KCI (0.02, 0.5 y 1 M), NaCí (0.02, 0.5, 1 y 1.5 M) o SDS (0,
0.5, 1 y 1.5%). Se calculé el porcentaje de radiactividad retenida en los filtros,
tomando como valor lOO las cpm retenidas en el filtro lavado con el tampón L básico
(20 mM Tris-IICI, 1 mM EDTA, 20 mM KCI, 5 mM Dli’).
24. DETERMINACIÓN DE LA MASA MOLECULAR DE RepB
MEDIANTE EQUILIBRIO DE SEDIMENTACIÓN
La masa molecular de la proteina RepE se determinó mediante la técnica de
equilibrio de sedimentación. Previamente, la proteína RepB se dializó frente a 1 1 del
tampón (7(20 mM Tris-HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA, 200 mM K(71), con objeto de
eliminar de la muestra el DTF y EG, que po)dríall interferir en las medidas de
absorbancia.
Los experimentos de ultracentrifugación analítica fueron ejecutados por el Dr.
Germán Rivas en el CIB. Para ello, muestras de RepB (0.02 y 0.04 ¡sg/mí)
equilibradas en tampón (7 fueron centrifugadas a 25000 rpm y 100(7 en una
Matchales y Métodos 74
ultracentríftíga analítica modelo XL-A (Beckman lnstruments Inc.) equipada con un
sistema de absorción VIS-Uy, empleando) células con piezas centrales de epon-
charcoal, de doble sector y 12 mm. I)espués de 8 horas se midió la distribución de
absorbancia (230 y 280 nm) con la distancia radial, en intervalos de dos horas,
tomándose cuatro promedios por punto y con una densidad de barrido de 0.001 cm.
El cálculo de la masa molecular (Mr) de RepB se realizó ajustando la expresión (1)
a los datos experimentales, empleando los programas EQASSO(7 y XLAEQ
(suministrados por Beckman Instruments Inc.; Minton, 1994):
Ar = A0 exp¡ M~ (1 - vp) U (r2 r02)/ 2RT] (1)
donde A, es la absorbancia co)rrespo)ndiente a una distancia radial ¡, A
0 es la
absorbancia a una posición de referencia, u es el volumen específico) parcial de RepB,
es la velocidad angular del rotor, R es la constante de los gases, y 1’ la temperatura
absoluta. El volumen especifico parcial de RepB, calculado a partir de la composición
de aa de la proteína (Laue u al, 1992), fue de 0.749 ml/g.
25. ANÁLISIS POR ORDENADOR
Las comparaciones de secuencias de DNA, mapas de restricción, predicciones en
general sobre taniaños de fragmentos, etc., así como las predicciones de curvaturas
en DNA se realizaron con los programas DNASTAR. Los alineamientos más
complejos de secuencias de DNA y proteínas se realizaron con los programas GCG
de la Universidad de Wisconsin. La temperatura de fusión (le 10)5 oligos se calculó con
el programa Ql ~lG(I)(versión 3.4) y lo)s ajustes matemáticos para el cálculo de la masa
molecular de RepE, se realizaron con tos programas EOASSOC y XLAEQ.
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1. DEFINICIÓN DEL ORIGEN MÍNIMO DE REPLICACIÓN DE LA
HEBRA LÍDER DE pLSI
El origen funcional de un plásmido se puede definir como el segmento de menor
tamaño requerido en cis para que se Inicie la replicación de la hebra líder. Como
pLSI puede replicar en extractos libres de células preparados a partir de E.coli (del
Solar el al, 1987a>, se pudo determinar in vilro que el sitio de iniciación de la
replicación se lo)caliza en el fragmento Hin fi D (Fig. 10>, situado entre las
coordenadas 242 y 685 de pLS1 (Puyet e! al, 1988). Dentro de este fragmento se
encuentran dos estructuras tipo tallo-lazo [Horquillas 1 (H-I) y II], las tres repeticiones
directas (iterones 11-12-13), el promotor P~, para la transcripción de los genes copG
y repB y el codón de iniciación para la proteína (7opG. Anteriormente, se había
determinado) que la proteína RepB purificada se une, in vitro, a los tres iterones de
11 ph y que realiza un corte en el DNA plasmídico a 84 ph a la izquierda del primer
nucícótido del iterón 11, entre los nt (3 (448) y A (449) de la secuencia 5’-
TACTACGA-3’ situada en el lazo de H-I (de la Campa ci al, 1990; Fig. 8).
Basándonos en estos datos anteriores, pensamos que, in vitro, el elemento mínimo
en eL de í±S1 capaz de actuar como ¿¡so deberfa estar comprendido) entre las
coordenadas 431 <extrenio 5’ de H-I) y 565 (último nt del iterón 13; Fig. 8).
Consecuentemente, decidimos delimitar el origen mínimo (le replicación de la hebra
líder de pLSi . Para ello, se hizo uso de derivados plasmídicos delecionados en esta
región, concretamente los plásmidos que tienen las deleciones denominadas s24 y
AA4. Ambas deleciones limitarían el ¿¡so a las secuencias comprendidas entre las
coordenadas 401 y 649, ya que los plásmidos pLS1~24cop7 y pLS=A4muestran las
deleciones más cercanas a izquierda y derecha del ¿isa, respectivamente (Fig. 11). El
plásmido pLSIA24cop7 (Puyet el al, 1988) se construyó a partir de la digestión de
DNA de pl.Slcop7 linearizado en el sitio BanI con la nucleasa BAL31 y posee una
deleción de 569 pb (Arnal; Fig. 7) situada entre las coordenadas 4240 y 401, siendo
la deleci~n cíne más se apro)xima al sitio) de corte de la pro)teína RepB. Por o)tro lado),
el plásmido pLSlsA4 (del Solar y Espinosa, 1992) se construyó por digestión con
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Figura 10. Mapa de deteción dc pLSl. Las líneas situadas sobre el mapa de restricción indican tas
regiones detecionadas (coordenadas entre paréntesis) en los derivados de pLSl. Las deleciones indicadas
como AAJ5, =A4,A7, A24 y A5, corresponden a los plásmidos pLS1AAI5, pLSiAA4, pLS4,
pI.S1~24cop7 y pUS5. Se muestran algunos sitios de restricción y sus coordenadas de corte en pLSl. Se
indica mediante una flecha, la posición de la secuencia codificante para RepB. En la parte inferior se
muestra el mapa de pLSI para el enzima Hin fi: el fragmento D (sombreado) contiene la región de
iniciación de la replicación, como se demostró mediante ensayos ¡o i’itro realizados con extractos libres
de células (Puyet et al, 1988).
BAL3I del DNA de pLSI linearizado en el sitio Bgll. Su deleción de 167 ph (AcopG)
es la más cercana al iterón 13 de pLSl y se encuentra entre las coordenadas 649 y 816
(Fig. 11). Con el fin de definir ¡o vivo el origen funcional de pLSl que estaría
delimitado a derecha e izquierda por las dos deleciones mencionadas, se construyó el
plásmido pl..S 1sA4-2.4 a partir de un intercambio de fragmentos ApaLl-Sspl entre
pLSlA24cop7 y pLSIAA4. Así se podría delimitar el dxc funcional incluyéndolo en
una región de 247 ph. Se realizó una digestión doble de ambos plásmidos (3 ng de
DNA) y, a partir de un gel de agarosa, se purificó el fragmento ApaLl-Sspl grande
del pl>SI=24cop7(3123 ph) y e] fragmento pequeño de pLSIAA4 (549 ph). Ambos
fragmentos se mezclaron en una J)ro)porcion 1:1 en mo)léculas y la ligación se realizó
con la 14 DNA ligasa en presencia de 66 mM Tris-H&, 0.05 mM AlT, 1 mM
espermidina, 10 mM MgCl~,, 14 mM DTE, 0.2 ¡sg/pl ESA, en un volumen final de 30
pl, durante 16 Fi a ]40(7• Se usó un tercio de la mezcla de ligación para transformar
S.pneumoniae 708, obteniéndose 3.8 x 10> transformantes por ml. Todos los
Resultados 78
transformantes analizados por mapeo de restricción presentaban las deleciones AA4
y A24. Se eligió un clon entre ellos y se procedió a determinar el número de copias
y la estabilidad del plásmido pI>S1AA4-24.
Para la determinación del número de copias, se realizaron preparaciones de DNA
total a partir de cultivos de S.pneutnoniae que contenían pLS1AA4-24, pLSl,
pLSlcopl, pLS5 o pLSlA24cop7, y se analizaron en geles de agarosa. El número de
copias de pLSIAA4-24 se calculó por comparación del número de copias de pLSl (22
A24
400
____________________ Horquilla 1
a—
5, - TGGGGGATTTTTTCTCCGAAAAAATCTAAAATATGGGGCGCCTACTACC/ACCCCCCC-
460
—TATAGTGCCGAGTGCCAAAATCAAAAAAAAAACGCCTTTAGCCTTAGAGCTGCAAGG-
520
- GTTTGAGGCTCGTCAAAT CTCGGCGACTTTTCGGCGACTTTTCGGCGACTVTTTAGA-
u 12 13
580
-GATTTTTTGGGAAAAATACGAAAAAGATTGCATTGAGTGCAcGCTTATGCTACTATA-
—35
—lo
640
-GTTTTATAAAATTTTGACAGCTGACGCATGAAA —3 1
M 1< --- CopO
ffi~
AA4
Figura 11. Secuencia de nucicótidos del origen funcional (dso) dc pLS 1. Se muestran los bordes a la
derecha e izquierda de las deleciones A24 y AA4. Se indican la Horquilla 1 (coordenadas 431-4to) que
contiene ci sitio de corte (/) de la proteína RepB, las tres repeticiones directas (iterones 11-13, en itálica),
el promotor cop-rep (cajas -35 y -10, subrayadas en ci texto), el punlo de iniciación del rnRNA cop-rep
(y) y los dos primeros codones del gen copG.
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copias) y pLSlcop7 (110 copias), que ya habían sido calculados previamente. Los
resultados mostraron que el plásmido pLSIáA4-24 presenta un número de copias
similar al de pLSlA24cop7. aproximadamente 70 copias (Fig. 12A).
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Figura 12. Fenotipos de pLSI y algunos de sus derivados. A. Comparación del número de copias de los
plásmidos pLSl, pLSIcop7, pLSlA24cop7, pLS5 y pLS1AA4-24 en SJpneuníoniae. Se analizó el contenido
de DNA total de los cultivos crecidos a una D0
650= 0.5. En un gel de agarosa al 1.2% se cargaron tres
cantidades [5 (a), 10 (b) y 15 ¡sí (c)] distintas de cada preparación y los cálculos se realizaron mediante
densitometrías de los negativos obtenidos. B. Estabilidad segregacional de los plásmidos pLSl (O) y
pLS1AA4-24 (@) en S.pneumon¡ae. Los cultivos de esta estirpe conteniendo los plásmidos se crecieron
en medio líquido sin antibiótico, durante las generaciones indicadas. Mediante recuento en placa se
calcularon los porcentajes de células TcC y se representaron en función del número de generaciones en
ausencia de presión selectiva.
Por otra parte, interesaba determinar si pLSIAA4-24 era segregacionalmente
estable, es decir, si las deleciones afectaban a la herencia estable del plásmido. Para
analizar la estabilidad de pLSIáA4-24 en S.pnearnoniae, se realizaron diluciones
sucesivas sin presión de selección a partir de un cultivo inicial (D0650= 0.5)
considerado como generación g=0 y que fue crecido en presencia de Te. Cada 10
generaciones se analizó el porcentaje de células Tc!- (células con plásmido) mediante
recuentos en placas con o sin medio selectivo. El plásmido pLS1~A4-24 resultó ser
bastante estable tras 60 generaciones sin presión selectiva (82% de Tc1; Fig. 12B). Sin
embargo, al cabo de 100 generaciones sin presión de selección ya se observa una
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pérdida plasniídica (47%). Se puede considerar que pLSILA4-24 es ligeramente
inestable ya que la tasa (le pérdida, tras 100 generaciones fue (le L> 0.0076.
Podernos concluir que, in vivo, la región mínima que co)ntiene un origen funcional
necesario en cix para la replicación de pLSl se encuentra en un fragmento de 247 pb,
entre las coordenadas 402 y 648. Además, este origen puede ser dividido física y
funcionalmente en dos regiones separadas: la región nie, donde la proteína produce
el corte en el DNA y la región bind, que contiene las tres repeticiones directas a las
cuales se une la proteína RepB (Hg. 13).
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F¡gura 13. Representación esquemática de las características del
indican los cxl remos de las deicciones A24 y AA4, que (lelinen
derecha, respectivamente.
posiblemente no se forme
bñid y se indica su posición
los genes C<)J)G ‘y repR). La
se indica con una flecha, la
origen de la cadena líder de pLSl. Se
los bordes del origen, a la izquierda y
Dentro de la region mc se encuentran Lis 11 orq u¡lías 1 y II (aunque
por su alto contenido en A 4-1). Los iterones (11-13) constituyen la región
respecto a la región inc y al promotor ~ (a partir del cual se cotranscriben
línea díscontinua muestra las posibles interacciones RepB-DNA. Asimismo
díreccion (le la rcplicaci6n desde ci origen de la cadena líder de pLSl -
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2. EL dso ES UN DETERMINANTE DE INCOMPATIBILIDAD
Una característica de los plásmidos es que si comparten regiones implicadas en
su replicación y co>ntrol son incapaces de coexistir en la misma céltíla en ausencia de
presión selectiva, es decir, son incompatibles. Por lo tanto, era de esperar que el
origen de replicación de la hebra líder fuese un determinante de incompatibilidad.
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Figura 14. Constrtícciones utilizadas para analizar el dso como determinante de incompatibilidad. Se
muestra un mapa circular de ~)CiG4cop con la dirección del gen cat y los sitios de restricción relevantes.
Todos los clonajes se realizaron en el sitio JflndIll único de pCl94cop, que se ha sehalado con una flecha.
Debajo del mapa físico de la región pertinente de pUS 1 se indica la posíeíón relativa (le las 1-lorquillas 1
y II, (le los tres iterones (1 t—13), de los promotores Por, “cxci y P
1 y de los genes copG y repB. Se muestran
los nombres de las distintas construcciones, los fragniení 05 (le r’>’’ donados en cada una de ellas y la
oríentacion de los Íragm cntos clon ados.
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Para la realización del estudio sobre el ¿¡so de pIS 1 como elemento (le
incompatibilidad, se utilizaron los plásmidos pC(3A30, pC(3A7, pCGA8, pCGA1I y
pCGAI2, que fueron construidos donando la región b¡nd, la región nic, o el ¿¡so
entero), en el sitio> ~nic(>H¡ndlll cíe pCl94cop (replicón compatible con 1>LSI; Hg. 14).
Los plásmidos pCGA7 y pCGAS llevan el fragmento AluI(320)-Alul(505) de pLSl,
que contiene la región nic del origen, en las dos orientaciones posibles. Estos
plásmidos se emplearon como donadores en los ensayos de incompatibilidad. Para
ello>, cultivos competentes de S.pneunzoniac> que contenían pLSl (plásmido residente)
se transformaron con 1.4 ¡sg de DNA de los plásmidos pCGA7 y pCGA8, empleando)
pCl94cop como co>ntrol. En todos los casos se seleccionó para Cm, ya que los
plásmidos donadores presentan resistencia a este antibiótico (gen cal). Las eficiencias
de transformación fuero>n del o>rden de 2 x í0~ transforniantes/ml. Se eligiero>n varios
clones, que se analizaron mediante preparaciones de DNA total y recuento en placa.
Los análisis se realizaron en tina situación inicial, que ha sido estimada en 37
generacio)nes (es decir, 25 generaciones necesarias para que una u.f.c. dé lugar a una
co>lonia cíe tamaño medio y 12 generaciones más para que la porción de la colonia
ino>culada en medio líquido> dé lugar a un cultivo) crecido hasta una DO = 0.5; del
Solar sí al, t989) y tras 60 generaemnes más de crecimiento en presencia de Cm. En
estas condiciones, se calcularon los porcentajes de céltias viables tonales, lo>s de
céltilas Cm (cíue contenían el plásmido donador) y los cíe céltilas TÉ (que mantenían
el plásmido residente). Asimismo>, se comprobó si existía algún cambio> en el número
de copias de pLS 1. Los resultados ottenidos tras 97 generaciones de crecimiento con
presión selectiva para el plasmido entrante, se muestran en la Tabla 4.
Tabla 4. La región aje por sí sola no ejerce ii compatibilidad sobre plSJ -
l>Iasinido donador
»C(;AY i>CGA8 nCl94
Células viables 1.8 x 10~ 1.6 x 10~ 1.8 x
tM 97.8 100 100
% T¿ 94.5 lOt) lOO
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fue del 60%, con una usa de pérdida para pLSI de L3,jz 0.005 (del Solar a al,
1993b). Como pCGAII/12 no llevan las secuencias que codifican para los
determinantes de incompatibilidad de pLSI (RNA II y Co>pG; del Solar y Espinosa,
1992), la incompatibilidad observada debe atribuirse a competición por la utilización
de RepB. Estos experimentos indican que se necesita el dso entero (región biud y nic)
para la funcionalidad in vivo de RepB y que cualquiera de las dos regiones del origen
por separado no son suficientes para secuestrar RepB y reducir cl número de copias
de pLSI.
3. RcpB ES CAPAZ DE ACTUAR EN TRANS
Para comprobar que la proteína RepB podría ser secuestrada por el riso entero
donado en un plásmido compatible y que, por tanto, es activa en lrans, se utilizó el
plásmido pLSXáAI5, derivado delecionado de pLSI cuya deleción abarca las
coordenadas 760-854 (Ng. 16). E! plásmido pLSiAAI5 carece del RNA II, de parte
del gen copG y del codón de iniciación del gen repB. Estudios preliminares de
caracterización de pLSIAAI5 revelaron la presencia de un plásmido acompañante,
que resultó ser pLSl. El análisis de la población heteroplasmídica inicial mostró que
el número de copias plasmídico total fue de aproximadamente N 70, y el número
de copias de pLSI se redujo a 15 (el valor N medio de pISl en S.pnúunzoniae es 22),
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fIgura 16. Secuencia de nucícótidos de pLSI entre las coordenadas indicadas. Se indica la deleción áA1S
y el borde izquierdo de la deleción en pi84. Se muestran en negrita el codón de terminación del gen copG
y el codón <le iniciación del gen repfl, subrayado sc encuenira el síflo atípico de unió¡i a los ribosomas
(a.r.b.s.) propuesto para cl goii W¡IB (Iacks a al, 1986).
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La estructura genética de pLSlAAI5 sugiere que no es un plásmido auto-
replicativo, aunque puede replicar cuando RepB se suplementa en írans. Para
comprobar esta hipótesis, intentamos separar pLSIAAI5 del pLSl acompañante
mediante una doble digestión Banl-BstXI que permite diferenciar los fragmentos
pequeños de pL-Sl (700 pb) y de pLSIAAI5 (605 pb). Los fragmentos
correspondientes a pLSIAAIS se purificaron, y el plásmido se reconstituyó mediante
ligación. Se usó un cuarto de la ligación para transformar cultivos competentes de
S.pneumnoniue sin plásmido, obteniéndose tan sólo 730 transformantes/ml. El análisis
del contenido de I)NA plasmídico de varios clones reveló que la mayoría de ellos
albergaban pLSIAAIS acompañado de pL-Sl. En otros casos apareció pL-Sl sólo,
quizás debido a contaminación de bandas durante la extracción. Otra parte de la
ligación que reconstituye pLSILAI5 se utilizó para transformar células de
S.pneumoniae con el plásmido pJS3cop7 como residente (p153 está basado en el
replicón pL-Si y lleva como marcador de selección el gen caí de pC194). Se escogieron
&>s clones que presentaban ambos plásmidos y se crecieron durante 60 generaciones
más, seleccionando para el plásmido entrante (Ter) o para el plásmido residente (Cm’)
o bien en ausencia de presión de se[ección. Cuando> se seleccionó para el plásmido
entrante (pLSIáAIS. it), como sería lógico suponer, no> se observó ninguna pérdida
del plásmido residente (pi3cop?, Cm’) ya que este plásmido es el que proporciona
RepB en írans a pLSlAA 15. En lo>s otros dos casos se o>bservo> una pérdida inicial de
pLSIAAi5 (sóh> el 85% de las células fueron Te’). Esta pérdida se incrementó iras
sucesivas generaciones: el p(>rcentaje de células Te’ fue del 34% cuando se seleccionó
para el plasmído residente y salo) del 9% en ausencia de presión selectiva para ambos
plásmidos (no mostrado). Quedaría por explicar por qué pLS 1 ñA 15 se mantiene en
un alu> numero de copias (aproximadamente 55) al estar acompañado de pL-Sl (que
reduce su número de copias a 15) ya qtíe el primero no parece utilizar mejor la
proteína RepB que pL-Sl en ensayos in viti-o (ver más adelante). No obstante, los
resultados demuestran que RepE es activa en trans.
El plásmido pEX2 de Llactis (Xu ¿it al, 1991), de la familia de pLSI, se pudo
transferir a S.pneumoniae con eficiencia relativamente alta. Se determinó el número
de copias de pFX2 en este huésped preparando extractos de DNA total de cultivos
de S.pneumnoniac que contenían los plásmidos pL-Sl, pLSlcop7, pLSiñ24cop7, pL-SS
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y pFX2. Distintas cantidades de los extractos totales se analizaron en un gel de
agarosa (1.2% en TAE). Se realizaron densitometrías de los negativos, caleulándose
el número de copias de pFX2 por comparación con los valores conocidos de pL-Si (22
copias) y pLSlcopY (120 copias). Se observó que pFX2 en S.pneumoniae presenta,
aproximadamente, unas 11 copias por equivalente cromosómico (no mostrado).
Asimismo, se determinó la estabilidad segregacional de pFX2. Para ello, se preparó
un cultivo inicial, crecido hasta una D0550= 0.5 en presencia de Cm (1.5 pg/ml), el
cual se consideró como generación g=O. A partir de este cultivo, se realizaron
diluciones sucesivas en medio sin presión selectiva durante una serie de generaciones,
hasta g= 100. Cada 10 generaciones se tomaron muestras del cultivo para analizar su
contenido de DNA plasmídico y para las generaciones 0, 40, 60 y 100 se calculó el
porcentaje de células con plásmido mediante recuento en placas con y sin presión
selectiva. Se comprobó que, tras 100 generaciones en medio sin presión selectiva,
pFX2 se mantiene estable (95% de Cm) en S.pnewnoniae (resultados no mostrados>.
Puesto que pkSi y pEX2 presentan una alta homología en su región nic y en sus
proteínas Rep. pero no en sus elementos de control (ctRNAs y proteínas Cop),
resultaba interesante conocer su comportamiento cuando coexistiesen en el mismo
huésped. Los estudios de incompatibilidad se realizaron en ambas direcciones, es
decir, utilizando corno plúsmido entrante (donador) tanto pLSl como pFX2, en
estirpes de S.pnewnoniae que ya contenían uno u otro de los plásmidos como
residentes. lnicialniente la selección se realizó para el plásmido> donador (Cm para
pFX2 y Tc para pLS 1) y se pudo c(>mprobar que, en todo>s lo>s casos, el númer(> de
transformantes fue mayor al utilizar pFX2 como plásmido do>nador. Tras realizar las
correcciones oportunas por las diferencias en la competencia de ambos cultivos
<transformacio>nes cromo>sómicas T4/pLS1 = 6.1 x 10b mal/ml y T4/pFX2= 3.5 x iO~
mal/mí>, se observo que la eficiencia de establecimiento de pFX2 fue unas 200 veces
mayor que la de pL-Sl. Esta diferencia podría deberse, quizás, a que el gen caí (pFX2)
se estuviese expresando mejor en S.pneunioniae que el gen leí (pLS 1). No obstante,
esta hipótesis se descartó comprobando que pCi94cop (con el mismo gen cal que
pFX2) se estableció con la misma o menor eficiencia que pL-Sl en pneumococos
(resultados no> m(>strad(>s). La incompatibilidad ejercida po>r pFX2 sobre pLS 1 se
analizó por transformación de un cultivo competente de S.pneumoniae conteniendo
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pLS 1 (plásmido residente) con DNA de pFX2. Los transformantes se seleccio>naron
para el plásmido entrante, analizándose el co>ntenido de DNA total de varios clones.
Encontramos tres situaciones iniciales: i) disminucion del número> de copias de pL-S 1
(clon 5), II) pérdida acusada de pL-Sl (clones 1 y 2), iii) ausencia de pLS 1 (clones 3,
6). Se eso4 y - -ogió tín clo>n representativo> de cada una de las situaciones iniciales
(g=0) y mediante diluciones sucesivas, se crecieron durante 60 generaciones en medio
con presión selectiva para el plásmido entrante (pFX2). Como control se creció un
cultivo de S.pnewnonia« con pL-Sl en medio sin presión selectiva. Se analizó el
contenido de DNA total de los tres clones elegidos (clones 1, 3 y 5) en la generación
inicial (g=0) y tras (>0 generaciones más en medio con Cm (g=60), y cada 10
generaciones se calculó el po>rcentaje de células que contenían pL-Sl. Los resultados
o>btenido>s se mttestran en la Figura 18A y lo>s valo>res determinados para la presencia
de ¡>LSI (resideíite) cii cada caso y generación, se muestran en la Tabla 5.
‘lal)la 5. 1 ncom patibílidad ejercida por pFX2 hacia pLSi
N~ Clon % Células Te’ en la generación
g~ 4) gz 60
5 44 32 0005
25 9.6 0.01.6
3 002 ttt)0025 >0.076
Estos resultados sugieren que durante el establecimiento> de pFX2 se produce
incompatibilidad hacia el plásmido pL-Sl residente. Una vez establecidos ambo>s
plásmidos, los clones que contenían pL-Sl en cantidades detectables (clones 1 y 5) se
crecieron en medio> sin presión selectiva o seleccionando para el plásmido residente
(Tc) durante ñO generaciones más. En el primer caso, no se observo pérdida
apreciable de ninguno de los plásmidos, mientras que cuando la selección se realizó
para pLSi se o>hservó que el número de copias de éste fue aumentando hasta más del
doble del valor original (resultados no mo>strados). Para estudiar la situación inversa,
se transformó un cultivo> co>mpetente de S.pncunw¡-úae/pFX2 con DNA de pL-Sl y se
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seleccionó para el marcador de! plásmido entrante (Tc). El aná!isis de los
transformantes nos mostró cuatro situaciones iniciales: i) presencia de los dos
plásmidos en su número de copias normal (clones 2’ y 4’); u) aumento acusado del
número de copias de pLSl y valor normal para pFX2 (clones 1, 2, 3, 6, 8, 1’, 7’ y lO’);
iii) disminución del valor de N de pFX2 y valor normal para pLSl (clon 12’); y iv)
ausencia de pFX2 (clones 4, 5, 7,3’,5’, 6’, 8’, 9’ y 11’). Se analizaron las situaciones
que presentaban ambos plásmidos y un valor de N normal para el pFX2. Cuando se
seleccionó para el plásmido entrante (pL-Sl) en aquellos clones que presentaban un
alto número de copias de pLSI, no se observó pérdida del plásmído residente (pFX2)
y se mantuvo el valor de N para pLSI, durante las primeras 30 generaciones. J)e igual
forma, en los clones con un valo>r no>rmal de N para ambos plásmido>s, la situación se
mantuvo estable al seleccionar para el plásmido> entrante (no) mostrado). Si la
seleccion se invierte (seleccionando ahora para el plásmido residente, pFX2), el
número de copias del pLSI se mantuvo prácticamente igual en los clones que
presentaban ambos plásmidos con un valor de N normal, pero disminuyó claramente
en aquellos clones que presentaban inicialmente un valor N alto para pLSI; el valor
medio para la tasa de pérdida en estos clones fue de L>= 0.015 (Fig ISB).
Los resultados sugieren que existe una débil incompatibilidad entre plásmidos que
comparten homologías en el riso y que esta incompatibilidad parece ejercerse más
fuertemente durante el establecimiento plasmídico que una vez establecida la
situación heteroplasmídica.
Replicación conducida por la proteína Repil
A continuacion, se realizaron intentos í>ara co>nseguir la replicación co>nducida de
plásmidos recombinantes que llevan el riso entero (le pL-Si (pCGA 11 y pCGA 12)
suministrando> RepB en lrans. Para ello, se reali-zar>n dois ensayos: i) deleción de parte
del gen rep de pC l94cop, y u) deleción de la horquilla del riso de pCl94cop. En
primer lugar, se transformó un cultivo competente de S.pncuunoníae con DNA de
pLSlcop7 (110 ct>pias) como> plásmido> domador de RepB en trans, y esto>s cultivos se
pusierom, a su vez, ec>mpetentes. La deleción del gen rcp de pCl94cop se realizó por
digestión de DNA de pCGAJ 1 (5 ¡sg) con Nsil, ya que dentro del gen rep se
enctíentran dos sitios NsiI separados aproximadamente 460 ph (Fig. 19). El fragmento
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grande de pCGA li/Nsj! fue extraído de un gel de agarosa y recircularizado. Se usó
la mitad de la ligación para transformar S.pneumonwe con pLS ícop7 y se selecciono
en medio sólido suplementado con Tc y Cm. No se obtuvo ningún transformante. Se
realizó una nueva transformación con el resto de la ligación con el mismo resultado
negativo.
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Figura 19. Mapa físico y funcional del plásmidorecojnbinante pCGAI 1, en el que se muestra ci fragmento
de pLSl donado en el sitio H¿ndllI único de pCl94cop. Se indican los sitios de restricción más relevantes
y las coordenadas de corle en pCl94cop. Se indica asimismo, la localización de los genes rep y caL y del
origen de replicación <dso) de pCl94co¡x Debajo del fragmento de pL-Si se muestra la posición de las
Horquillas 1 y 11, los tres iterones (11-13) y el promotor P,,.
El segund> intento para condtícir replicación se hiz> medianíe deleción del riso
de pCi94cop, la cual se llevó a cabo por doble digestiónÁccl-//pall de pCGAll (Hg.
19). I)e esta manera, se elimina un fragmento> de 194 pb que contiene el origen de
replicación de pCl94cop. El fragmento grande de pCGAI l/Accl-Hpall se purificó,
se rellenaron lo>s extremo>s 5’-protuberantes y se recircularizó el plásmido. ‘l’ampoco>
este experimento tuvo éxito, ya que no se obtuvieron traI1s~o)rrI~~intcs. Por tanto, y con
las salvedades ole los resultados negativos, concluimos que no se {~uede co>nstruir un
plásmido basado en el replicón cíe pC194 que lleve solamente el riso de pLSl y cuya
replícación sea conducida por RcpB suministrada en ti-cris.
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UtiJizando el plásmido pFX2, se realizaron dos nuevos ensayos con la intención
de conducir la replicación (le este plásmido, suministrando en trans la proteína RepB
de pL-Sl. El primer intento consistió en eliminar 109 aa (47%) de la región N-
terminal de la pro>teína RepX de pVX2. Para ello, se eliminó el fragmento pequeño
BsIUI-Nriel de 385 ph (328 de los cuales pertenecían al gen repX). Tras purificar el
fragmento mayor, rellenar los extremos 5’-protuberantes con 1’ol 1K y ligar, se
transformó un cultivo competente de S.pneurnoniae/pLSI. Todos los clones analizados
(22 clones) contenían un pFX2 intacto. En el segundo ensayo se digirió DNA de
pFX2 con McI, sitio único situado hacia la mitad del gen rcpX. El relleno de los
extremos introduce 2 ph, cambiándose el marco de lectura de repX e introduciéndose
un codón de terminación. Después de transformar un cultivo competente de
S.pneumoniac/pLSl, se analizaron 20 clones. Sólo tres de ellos contenían pFX2 y los
tres poseían un sitio Ndcl intacto, mientras que el resto de los clones Cm no
mostraron plásmido. También se realizó un intento para conducir la replicación de
pL-Sl suministrando en ti-cris [a proteína RepX de pFX2. En este caso, se intentó
introducir un codón de terminación en la región N-terminal de RepE, digiriendo con
BstXI (sitio único en la coordenada 914 de pLS1) y rellenando los extremos (con lo
cual se introducirían 4 ph nuevas). La ligación se volvió a digerir con BseXI,
obteniéndose el mismo resultado> negativo que en el caso anterior, ya íue no se
consiguió ningún transtormante cíe S.pncwnoniac/pFX2 que ttiviese los mutantes
deseados de pl-Sl.
Co>ncluinios, por tanto>, que a pesar de los repetidos intentos empleando> diversas
estrategias, no> se ha podido, hasta el m(>ment(>, co>nducir replicación de pLSl
suministrando RepX de pFX2 en lrans o viceversa, ni conducir replicación del riso de
pLSl.
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4. PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA Repil
Para purificar la proteína RepB se empleó el sistema de clonaje vector
pLUS/huésped E.coli BL2I(DE3), descrito por Studier y Moffatt (1986), buscando con
ello una hiperexpresión específica del gen repB. La estirpe BL2l(0E3) contiene un
profago defectivo de >, que lleva el gen de la RNA polimerasa del fago 12 bajo el
promotor inducible lacU VS. A su vez, el vector pETS contiene el promotor ~10, que
es reconocido específicamente por [a RNA polimerasa dc 12 y bajo el cual se clona
el gen que se quiere expresar. Emplearnos la estirpe BL2I(DE3) que contiene el
plásmido pLSI9 (Fig. 20; del Solar el al, 1989). Este plásmido es un derivado de
pLS2l (híbrido formado por pLSS y pET5, unidos en sus sitios EcoRl únicos; del
Solar el al, 1989) al que se le delecionaron los dos fragmentos Boíl menores situados
en el interior del gen reí de pLS5. En trabajos anteriores (de la Campa el al, 1990; del
Solar, 1991) se ensayaron diferentes condiciones de inducción con IPTG y de
tratamiento con Rif, así como distintas construcciones de plásmidos con el fin de
o>btener el mejor rendimiento de RepB. Esto) se consiguió usando la estirpe
BL2I(DE3) que contiene el plásmido pLSl9 y realizando una inducción de 30 mm
a 370C con 1 mM IPTG seguida por un tratamiento con 200 pg/ml de Rif durante 90
mm a 3TC. Para la purificación de RepB se siguió el rnétowlo descrito por de la
Campa ci al (-1990) con las modificaciones indicadas en Materiales y Métodos.
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Figura 20. Mapa Físico y funcional del plásrnido recon~i~inante pL.S 19, util izado para la híperexprcsio n de
repf3. El plásmido pU821 es un híbrido entre pETES y pLSS. En el mapa se indica la posición y direcciónde transcripción Q -*) del promotor ~l0, la región de pL-SI delecionada en pLS5 (AS), los productos
génicos Bla, CopO ~,RepB y Id (-) y algunos sitios dc restricción (U-t.- EcoR 1, A: Apa LI, Pv: ¡‘val, P: ¡‘sil,
8: Salí, 1-1: Hindlll, N: Ncol, 13: Bcll). La región delecionada en el plásnsido pl.,8 19 se muestra corno una
Zona hueca.
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Tabla 6. Resumen de las etapas de purificación de RepE. La determinación de las concentracIones
proteicas de cada una de (as distintas etapas de purificación sc realizó utilizando el sistema BCA (Pierce).
Muestra Valores totales
~ [pg/rnll Volurnen(nil) I>roteína<mg)Etaía de purifleación A -A
Extracto crudo 0.473 400 20 240.0
Sulfato de Estreptomicina 0.651 560 26 218.0
Sulfato anluflico 0.314 270 22 178.(>
JA Diálisis 0.273 230 15 103.5
JA 1-leparina-agarosa 0.044 1 1(1 20 3.0
Y Heparína-agarosa 0.3
cual, se separaron por centrifugación las pro>teínas solubles de las insolubles (o con
muy baja soLubilidad) en estas condiciones. Nuevamente, se analizó el precipitado y
el sobrenadante mediante SDS-PAGE y se observó un gran enriquecimiento de RepB
en el precipitado. A continuación, se disolvió el precipitado en 20 ml de tampón H
suplementado co>n 300 mM KCI y se cargó en una c>lumna de heparina-agarosa
equilibrada con el mismo> tampón. Las proteínas adsorbidas a la matriz se eluyeron
con un gradiente lineal de tampón 1-1 con KCI (300 a 600 mM), recogiéndose
fracciones de 2 ml. De las fracciones 68 a 88 (que incluían un pico proteico) se
tomaron muestras de 100 ¡sI, se precipitaron con acetona o con TCA, y las proteínas
se analizaron mediante 81)5-PAGE. El rendimiento obtenido en la precipitación fue
mucho mayor con TCA. Se eligieron las fracciones 80 a 89 y se cargaron en una
segunda columna de heparina-agarosa. La elución se realizó con un gradiente lineal
de KO (0.3 a 1 M), recogiéndose fracciones de 2 ml. Se analizaron 50 ,A de las
fracciones 63 a 69 correspondientes al pico proteico, precipítándolas co>n TCA y se
eligieron las fracciones 64, 65 y 66 por su mayor concentración de RepB y gran pureza
(>95%). Para su conservación, la proteína RepB pura se repartió en alícuotas de 50
pl que se congelaron inmediatamente a ~70oC(Hg 21; Tabla 6). la proteína mantuvo
su actividad por lo menos un año en estas condiciones.
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5. COEFICIENTE DE EXTINCIÓN MOLAR Y COMPOSICIÓN DE
AMINOÁCII)OS DE Repil
La concentración de la proteína RepB purificada se calculó a partir del análisis
de su composición de aa realizado por el Servicio de Química de Proteínas del (IB
(Tabla 7). Aunque hubo problemas en la determinación de Trp y Mg, los valores
obtenidos experimentalmente se ajustaron fielmente a los valores esperados. La
concentración calculada para RepB fue de 45 ng/pl. En una segunda purificación de
RepB, se obtuvo una preparación de 55.8 ng/pl, cuya concentración se calculó por
densitometría de geles SDS-PAA teñidos con CBB. Se calculó el coeficiente de
extinción mojar teórico de RepB a partir del valor del número de residuos por el
coeficiente de extinción a >=280 para los aa Trp, Tyr y Phe respecto a la masa
molecular de RepB (ver Materiales y Métodos). El valor obtenido fue de 1.0235 ml
mt cm. Se realizó una medida de la absorbancia de RepB a 280 nm frente a
tampón II suplementado con 425 mM de KCI; el valor obtenido fue de 0.179.
Tabla 7. Análisis de la composición de aminoácidos de RepB. El valor de la masa molecular de RepB
delerniinado a partir de su secuencia es igual a 24252.2 Da. El volumen inyectado en eí analizador fue
de 50 pl frente a un volumen total de muestra de 200 pl. La cantidad de pg hidrolizados fue de 42.91 pg.
aa timol ng flQ residuos aa esperados untol/res iduos
Asx 10.67 1228,47 24.13 11.04 25 (1.43
‘[br 5.24 $30. ¡6 11.86 5.42 11 0.48
Ser 4.70 409.11 10.62 4.86 10 0.47
Clx 9.66 >246.48 21.83 9.99 19 (1.51
Pro 2,50 242.75 5.65 2.59 5 0.50
Trp 0.00 0(X) 0.00 0.00 1 0.00
Ofly 8.63 492,63 19.5<) 8.92 0 0.96
Ala 7.1)0 4977(1 15.83 7.24 13 0.54
Val 5 85 579,77 13.23 6.05 16 0.36
Mct 1.73 226,62 2.9(1 1.7<) (1.34
Ile 5.94 672.13 13.42 6.14 1.4 0,42
Leo .10.63 1203.65 24.(14 11.0(1 24 (1.44
Tvr 5.61 915,14 12.68 5.80 13 0.43
Plie- 4.46 (>57, 14 It) (1$> 4.62 8 (1.56
1 ws 11.63 1491.56 26.30 12.03 25 (146
His 2.44 334.21 5.51 2.52 0.49
Arg 0.00 0.00 0.0<) 0.00 7 (ItIO
Total 96.69 10727.50 218.58 100.01 21<) Valor medio 0.459
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6. DETERMINACIÓN DE LA MASA MOLECULAR DE RepB
MEDIANTE EQUILIBRIO DE SEDIMENTACIÓN
Para conocer la configuración nativa de la proteína RepB se llevaron a cabo
experimentos de equilibrio de sedimentación, realizados a dos concentraciones
distintas de proteína (0.02 y 0.04 ng/mI> y a 10~C (ver Materiales y Métodos). El
cálculo de la masa molecular aparente de las distintas muestras fue corregido para el
valor del volumen específico parcial (u) de la proteína (0.749 ml/g; calculado a partir
de la composición de aa) y para el valor de la masa molecular del monómero de
RepB (24252 Da, calculado a partir de los datos de secuencia). El resultado
correspondiente a la masa molecular de RepB, determinada por equilibrio de
sedimentación fue de 136000 ± 3500 l)a (Fig 22), que se corresponde,
aproximadamente, a la de un hexámero (valor igual a 6.056) de RepB (24252 Da de
secuencia). El hecho de que al diluir a la mitad la concentración de proteína (0.02
pg/ml), la masa molecular disminuya (114000 ±2700 Da) es indicativo de que RepB
no es una especie única, probablemente debido a un equilibrio de ho>mo-asoctación
(McRorie y Voelker, 1993). Experimentos adicionales realizados a temperaturas
superiores (25 y 370C) nos mostraron una pérdida acusada en la sefíal de absorbancia.
Se comprobó que esto era debido a la adherencia de la proteína RepB a las paredes
de las células utilizadas para los experimentos a esas temperaturas.
7. ACTIVIDAI) TIPO TOPOISOMERASA 1 DE RepB: CONDICIONES
OPTIMAS PARA SU ACTIVIDAD
Para comprobar la actividad de RepB sobre DNA superenrollado, se realizó un
primer ensayo con el plásmidt> pLSis24cop7, utilizando distintas concentraciones de
DNA y proteína. Se realizó una mezcla inicial que contenía tampón B (20 mM Tris-
HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 0.1 M KCI, 5 mM D’VF), l)NA de pLSlá24cop7
(concentración final de 28 ng/pl) y 20 mM MnCI2, manteniéndose durante 10 mm a
t.a. Distintas cantidades de esta mezcla inicial (entre 25 y 29.7 pl; de 700 a 840 ng de
DNA) recibieron distintas cantidades de RepB (11.2 a 135 ng) llevándolas a un
volumen final de reacción de 30 pl. Se incluyeron cuatro muestras (entre 2.2 y 22.5
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Figura 22. Panel inferior. Perfil de equilibrio de sedimentación de Repl3 (0.04 pg/ml). Distribución radial
de absorbancías (23<) um) a 250(>0 rpm y 1 0~ U. 1 os símbolos representa 1 los puntos experímenl ales y la
línea continua represení a la distribución radial del mejor ajuste experimental a un modelo simple de
equilibrio de sedinieziíación (13600<) 1)a, ver Materiales y Métodos). A modo ilustrativo se indica con trazo
discontinuo el perfil (le equilibrio de sedimentación (leí monomero (le RepB (24000 Da). Panel superior.
flistribución de residuos en el ajuste estadístico.
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ng de RepB) de la proteína diluida 10 veces en tampón D (tampón B suplementado
con 0.01 vg/pl BSA). ‘[odas las muestras se incubaron durante 30 mm a 370C, y la
reacciones se pararon con 125 gg/ml de proteinasa K, incubando durante 10 mm a
200C. Tras añadir el tampón de carga BXGE, las muestras se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa (1% en tampón TBE con 1 pg/ml de EtBr), a un
voltaje constante de 45 V durante 20 h. El gel fue fotografiado bajo luz UV y se
realizó una densitometría del negativo con el fin de calcular el porcentaje de actividad
de RepB. Puesto que RepB posee una actividad de corte/cierre tipo topoisomerasa
1-5’, su acción sobre DNA superenrollado circular covalentemente cerrado (formas
CCC o FI) dará do>s productos: formas circulares abiertas (OC o FIl) como productos
de la actividad de corte, y formas circulares relajadas (RC o FI’) como productos de
corte/cierre. Estas tres formas de DNA plasmidico po>seen intensidades de
fluorescencia diferentes, debido a que el EtBr se intercala de distinta manera entre
ellas. Por ello, el rendimiento de los productos de corte/cierre de RepB se calculó por
disminución de la señal de fluorescencia de la forma FI del DNA no tratado con
RepB. También se observó que el KCI presente en el tampón de incubación, puede
generar inespecíficamente una pequeña proporción de formas Fil. Por ello, se calculó
este porcentaje en la muestra no tratada y se restó en l(>s cálculos realizados para las
muestras incttbadas con RepB.
Los resultados obtenidos en este primer ensayo se muestran en la Figura 23. En
ningún caso se c(>nsigui~ una actividad total de RepB, ya que en todas las muestras
se pudo (>bservar una determinada cantidad de I)NA superenrollado (formas FI). Hay
que señalar que en las muestras tratadas con la proteína RepE diluida 10 veces no
se observó actividad alguna, lo que indicaría que la diltíción de la proteína en el
tampón usado>, conduce a stí inactivación.
Para deterníinar diversos parámetros de la actividad de RepB, se estudiaron las
condiciones óptimas de análisis de los productos de reacción. Asimismo, se hicieron
otra serie de ensayos en los que se variaron las concentraciones de los distintos
componentes de la reacción, los tiempos y las temperaturas de incubación. Se ensayó,
además, la actividad de RepB en presencia o no de otras proteínas, de un inhibidor
de la topoisomerasa 1, y en presencia de algunos detergentes.
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productos de reacción se analizaron en geles con distintos porcentajes de agarosa (0.7,
1, 1.5 y 2%). Asimismo, se ensayaron dos concentraciones distintas de EtBr (0.5 y 1
pg/ml), incluyéndolo en la preparación del gel y en el tampón de electroforesis (no
mostrado). Los mejores resultados en cuanto a resolución y nitidez de bandas, se
obtuvieron con el gel de agarosa al 1% que contenía 0.5 pg/ml de EtBr. A
porcentajes mayores de agarosa, se obtuvo una mejor separación para las formas FI
y FI’, pero se observaba una difusión de las bandas a lo largo del gel, que dificultaría
la cuantificación de los productos de reacción. En cuanto a la elección del tampón de
electroforesis y duración de la misma, se optó por el tampón TBE, por su mayor
estabilidad en electroforesis de larga duración, realizadas a voltajes bajos. Se observó
una mayor reso>luci~n y separación de las bandas FI y FI’ en las electroforesis que
realizanio>s entre 2.5 y 3 y/cm (no mostrado); por ello, se o>ptó por utilizar cubetas
horizontales largas, vo>ltajes bajos (30-40 V) y tiempos Iargo>s de electroforesis (16-20
h). De la misma fornía, se realizar>n geles en ausencia de EtBr en el tampón de
electroforesis, que fueron teñidos posteriormente con 0.5 pg/ml EtBr. En estos casos,
se observaron distintas bandas correspondientes a las formas FI’, que migran en
distintas posiciones entre la banda de formas FIl y la banda de FI, y manifiestan su
distinto grado de superenrollamienio, provocado por la presencia de EtBr. Los geles
sin EtBr no se utilizaron cuando> era necesario uíía cuantificación de los producto>s de
reaccion.
7.2. Concentración de sustrato. A partir de una mezcla inicial compuesta por DNA
de pLSiA24cop7 (a una concentración final de 28 ng/pl), tampón B y 20 mM MnCI2,
se prepararon distintas muestras con cantidades variables de DNA (valores
comprendidos entre 14 y 812 ng) y una concentración constante de proteína RepB (45
ng). Las reacciones se llevaron a tín volumen final de 30 í~I y se incubaron a 370C
durante 30 miii, al cabo> (le los cuales se les añadió proteinasa K. Las muestras se
analizaron por electroforesis y se calculó el porcentaje de moléculas (Fil + FI’),
productos de la actividad de RepB (no> mostrado). El mayor porcentaje de actividad
con 45 ng de RepB se consiguió con 700 ng de DNA, siendo el cociente
DNA/proteína igual a 15.5,
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y fueron incubadas durante 30 mm a las tetnperaturas de 37, 45 y 600(2. Los productos
de reacción se analizaroin mediante electro>foresis y se calcularo>n lo>s porcentajes de
formas FI! + FI’ obtenidos en cada caso. Corno el KCI puede generar
inespecificamente formas FI!, se prepararon muestras con las distintas co>ncentraciones
de KCI, que no fueron tratadas co>n la pro>teína, pero sí se incubaron durante el mismo
tiempo a las temperaturas indicadas. Se observó que la actividad de cierre de RepB
se inhibe a concentraciones de KCI entre 250 y 300 mM (Fig. 26). En presencia de
KCI aparecen fornías Fil inespecíficas, que van en aumento hasta alcanzar una
concentración de KCI de 300 mM.
7.6. influencia de cationes en la actividad de RepB. Se realizó un ensayo con 700 ng
de DNA de pMV 158 y 45 ng de Repil, en tampón B suplementado con 20 mM MnCI2
o con 20 mM MgCI2. Las muestras se incubaron 30 mm a 600(7 y las reacciones se
paran>n ct>n [>r(>teinasaK. RepE no presentó actividad detectable dc c(>rte/cierre en
presencia de 20 mM MgCI2. En un ensayo distint> se probaron tres concentraciones
de MnCI, (5, 20 y 50 níM) mezclando la proteína (18 na) con tampón E y el catión
durante 5 mm a ta., precalentando o> no> a tiempos cc>rtos a 60
0C. Las reacciones se
iniciaron por adici~n de DNA de pMVISS (280 ng) y se incubaron 5 mm a 600C (ver
apartado de tiempos de reacción). Sólo se otservó algo de actividad en las muestras
precalentadas 15 y 30 segundos a 600C, con 20 mM de MnCI~ La proteína RepB en
ausencia de MnCI
2 no níanifiesta actividad de corte/cierre sobre DNA plasmídico.
Otros cationes ensayado>s (Ca2~, ‘Zn2~) no mostraron influencia alguna en la actividad
de RepE (resultados no> mostrados).
7.7. Actividad de Replt en presencia de camptotecina. La caníptotecina es un inhibidor
específico de la top>isornerasa 1 cucariótica. Su acción se ejerce estabilizando las
formas OC (circulares abiertas o Fil) unidas a proteína (Hsiang el al, 1985; Avemann
el al, 1988), co>n lo cual impide que la to>p(>isomerasa 1 pueda eompletar su acción y
cerrar la molécula. Como RepE presenta una actividad de corte/cierre similar a la
que realiza la topoíso>merasa 1, se pensó que la camnpto>tecina podría actuar de igual
forma sobre ambos enzimas. Para co>mprobar esto, se realizó un ensayo de actividad
de RepB (18 ng) sobre DNA de pLSi (280 ng) en presencia de tres concentraciones
de camptotecina (54, 108 y 216 ,
2M). Además de los controles 1 (sin RepE) y II (sin
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Figura 26. Efecto (le la concentración de KCI presente en el tampón de reacci6[i sobre la actividad de
Repl3. Para realizar este ensayo, se incubé DNA de pMVISS (700 ng) en presencia o ausencia de RepB
(45 ng), durante 30 mm a las temperaturas indicadas, en presencia de distintas concentraciones de KG
en el tampón de reacción: lOO, 200, 250, 300, 400 y 500 mM. Parte superior: representación gráfica de los
productos generados inespecíficamente Iras 3<) mm de incubación en ausencia de RepI3 y con distintas
concentraciones de KCI. Parte interior: representación gráfica de los productos generados por RepB en
presencia de distintas concentraciones de ¡(Cl. A cada temperatura sc ie resté eí porcentaje
correspo ndiente de formas FIl + FI’, generadas inespecílica mente por la concentración (le- ¡(Cl presente
en la reaceléuy VII: forma circular abierta (o); FI’: forma ceriada y reí ajada (mi.
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camptotecina y con RepB\ se incluyó un control III (con RepB y DMSC) al 8%) con
e! fin de analizar el efecto del DM50, componente en el que se disuelve la
camptotecina, sobre la actividad de RepB. Tras añadir la caníptotecina o el DMSO
a la mezcla de DNA, tampón B y 20 mM MnCI2, mantuvimos las muestras 10 mm a
t.a., antes de añadir la proteína RepB. Se realizó una incubación de 30 mm a 45~C y
se paró la reacción con 148 pg/ml de proteinasa K. Tras analizar los resultados (no
mostrados), se observó una mayor actividad de RepB en presencia de DM50
(disolvente usado> para la camptotecina). Sin embargo>, no> se otservó inhibición de
la actividad dc Repl3 por la camptotecina.
7.8. Actividad de Repil en presencia dcl represor transcr¡pcional CopG. La proteína
CopG es tino> (le los elemento>s que controlan la replicación del plásmido pLSl. Su
acción se ejerce a nivel transcripcio>nal reprimiendo el promotor ftr, que corntrola la
transcripción dc los genes cupG y repB (del Solar a al, 1989). Los dato>s derivados de
‘footprinting’ con DNasa 1 y con radical hidroxilo empleando CopO pura, mostraron
qtíe las regiones protegidas por CopO no> solapan con las regiones protegidas por
Repil, aunque ambas regiones están contiguas (Fig. 27A; del Solar et al, 1990; de la
Campa et al, -1990>. Para conocer si CopO tiene algún efecto> sobre la actividad ¡u
vi/ro de RepB, sc realizo un ensayo con DNA de pLSl (700 ng), RepB (45 ng) y tres
coneentraciomnes (le CopO (3.6, 7 y 14 ng). En el experimento se incluvero>n tres
c(>ntroles: cont rol 1 (1 )NA en ausencia dc ¡ as dos pro>kmas), control II <so lo en
l)resencia (le CopO) y comtrol III (sólo> en presencia de RepB). A las muestras
trata(las con la proteína CopO se les mantuvo) durante 10 miii a La., antes de iniciar
la reacción con la adición de MnCI2 y RepE. Las muestras tratadas con (tpO y RepB
se preparar>n v>r triplicado y se incubaron a 37, 45 y 600(7 durante 30 mm. La
incubación de los comtroles 1 y 11 se realizó a 3TC y la del control III fue a 45o(7• Tras
el análisis de 10)5 productos de reacción, se observa que la actividad de RepB no se
modifica en mayow o menor medida por la presencia de CopO. Sí se observa una
débil banda correspondiente a formas lineales y un ligero aumento de formas FIL,
que podrían atribuirse a la existencia de una posible nucleasa contaminante en la
preparación de la proteína CopO (Fig. 27B). En otros ensayos realizados en nuestro
Iabo>ratorio>, no> se ha (>bscrvado influencia de RepB so>bre la unión dc CopO a su
diana. Podemos u>ncluir que, en las condiciones ensayadas, no parece existir
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electroforesis, no se observó ninguna influencia del fi-NMN sobre la actividad de
RepB (Fig. 28). Por tanto, podemos descartar la existencia de una DNA ligasa
adenilada contaminante en la preparación de RepB y se concluye que RepB, por sí
sola, es capaz de cortar y resellar el DNA plasmídico de pMVIS8.
7.10. Actividad de RepB en presencia de detergentes. A la vista de los resultados
obtenidos mediante equilibrio de sedimentación, pareció interesante emplear algún
detergente capaz de disociar agregados de RepB. Para este ensayo se utilizaron dos
detergentes no iónicos: Tween 20 (CMC= 0.059 mM> y oetil-,9-D-glucopiranósido
(CMC~ 19-25 mM) a concentraciones 10 y 20 veces por debajo del valor de su
concentración micelar crítica (CMC). Se mezcló DNA de pMV 158 (350 ng) con RepB
(III ng; proteína de la segunda purificación realizada) en presencia de tampón B, 20
mM MnCI2 y el detergente correspondiente. Se realizó una incubación de 30 mm a
600(7 y se procedió corno de costumbre. El análisis electroforético reveló un aumento
de la actividad de RepB en presencia de octil-~-D-glucopiranósido a las dos
concentraciones utilizadas y con la mayor concentración de ‘[ween 20 (con la
concentración más baja se obtuvo menos actividad que el control sin detergente). Se
observó una desaparición prácticamente total (le las formas FI y un aumento de las
formas Fil, mientras que la banda correspondiente a formas FI’ se mantenía como en
el contr(>l. Por tanto>. el aumento de actividad observado era producto de la actividad
de corte de RcpB, mientras que la actividad de cierre resultó inhibida por los
detergentes. Se incluyeron dos controles sin proteína en presencia o no> de detergente,
para comprobar así que el detergente no tenía ningún efecto sobre el DNA y que la
actividad observada en las muestras era específica de RepB.
7.11. Cinéticas de la actividad de RepB. La primera cinética de actividad de RepB
se realizó con DNA de pMVIS8 (700 ng> en zampón 13, con 20 mM MnCI2 y 45 ng
de proteína a 600(7 (se eligió esta temperatura de incubación ya que RepE presenta
un mayor porcentaje de actividad a 600~. Los tiempos de incubación a 600(7 dc las
distintas muestras fuero>n los siguientes: 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mm. La reacción se paró
con 125 pg/ml de proteinasa K. [s>s resultados mostraron que a los 5 mm de
incubación a 600(3, la proteína ya había actuado sobre la casi totalidad del DNA. Por
ello, se realizaron nuevos ensayo>s a tiempos de incubación más cortos. Se realizó una
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segunda cinética partiendo de una mezcla única de DNA de pMVI58, tampón B,
MnCI2 y RepB, que se repartió en diez tubos. Los tiempos de incubación a 60
0C
fueron: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 15, 25 y 35 mm. Las reacciones se pararon como la vez
anterior. A las muestras se les añadió el tampón de carga y se analizaron como de
costumbre, realizándose los cálculos densitométricos de los productos de reacción.
Con tan sólo 1 mm de incubación a 6O~C, el porcentaje de formas Fil + FI’, producto
de la actividad de RepB, superaba el 85%; alcanzándose un 95% a los 15 mm de
incubación (Fig. 29A). Finalmente, se realizó otra cinética a tiempos de incubación
aún más cortos: 5, 15, 30, 45, 60 y 120 segundos, y 5, 10 y 30 mm. La cantidad de
DNA de pMVI58 y RepB fue la misma que en ocasiones anteriores. La reacción se
inició afiadiendo la proteína por separado en cada una de las muestras de 30 ¡tI. La
reacción se paré> a 40(7 con 4 pl de una so>lución STOP (O.2~/o xilencianol, 0.20/o azul
de bromofenol, 57% glicer<>l, 9.5 mM EDTA y 1.08 pg/pl de proteinasa K>. El análisis
de los productos de reacción mostró un 62% de formas FIl -+- 11’ a tan sólo 30
segundo>s (le incubación a 600(7. Posteriormente, se realizaro>n cinéticas a las
temperaturas de 37 y 4S0(7 con menores cantidades de RepB (9 y 22.5 ng) y con otros
derivados de pMVI58 (estos resultados se comentarán más adelante).
7.12. Otros parámetros. Tras el óptimo> restíltado o>btenido con RepB a lo>s 5 mm de
incubación a 600(7., se realizó una prueba con DNA de pMV 158 (700 ng) y distintas
co>ncentraciones (te la proteína: 9, 18, 27, 30 y 45 ng. Los resultados mo>straro>n que
con sólo> 18 ng de proteína y 5 mm (le incubacion a 600(7, se alcanza un valor próximo
al 90% de formas FIl + FI’ (Hg. 29B).
Como> la actividad de RepB se manifiesta a 600(7, y a tiempos de incubación muy
cortos, se realizaron una serie de ensayos para conocer la termoestabílidad de la
pro>teína. En primer lugar, se preincubó RepE a 37, 45 y 600(3, durante distintos
tiempos (3<), 6<), ¡20, 180, 240 y 300 segundos). En el caso> dc preinctíbación a 600(7
se ensayaron también tiempos mayores de preincubación (10, 15, 20, 25 y 30 mm).
Con estas muestras de proteína, se realizaron ensayos de actividad de RepB sobre
DNA de pMVIS8 (280 ng), en tampón B, 20 mM MnCl
2 y 18 ng de la proteína RepB
precalentada (volumen final, 10 pl). Las reacciones se mantuvieron 5 mm a las
temperaturas indicadas, y se pararon con LS pl de la solución STOP. El análisis de
los prodticto>s de reacción no permitió observar actividad detectable en las muestras
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RepB, preincubada con MnCI2 durante 30 segundos, presentaba actividad residual, por
¡o que los siguientes ensayos se efectuaron a tiempos más cortos (preincubación de
15, 30, 45, (SO, 150 y 300 segundos). RepB manifestó cierto porcentaje de actividad en
las muestras preincubadas 15 y 30 segundos. Pensamos que, quizás, el MnCl, podría
estabilizar la proteína, prolongado su vida media. Por ello, se realizó un experimento
con tres concentraciones de MnCI2: 5, 20 y SO mM. Las mezclas de reacción (tampón
B, MnCI2 y RepB) se mantuvieron durante 5 mm a t.a., tras los cuales se realizó un
precalentamiento dc 15, 30 y 45 segundos a 600(7. De nuevo en este caso, las
reacciones se iniciaron con la adición de DNA y se incubó durante 5 mm a 600(7. Tras
el análisis de los resultados sólo se observó actividad en las muestras de RepB
precalentadas 15, 30 y 45 segundos a 60~C junto con el tampón B y 20 mM MnCI2.
Resultó sorprendente el comprobar que los controles no precalentados (mantenidos
5 mm a t.a.) no funcionaron a ninguna de las concentraciones de MnCI, ensayadas.
Fin cualquier caso, RepB parece tener una vida media muy pequeña: con sólo 5 mm
a t.a. en presencia de DNA y MnCI2 pierde totalmente su actividad. Curiosamente,
sí se incuba la pro>teína 5 mm a t.a. (en presencia de MnCI2 y tampón), se realiza un
precalentamiento de 15 o 30 segundos a 60~C y se añade el DNA a la mezcla, RepB
conserva cierta actividad. Por otra parte, si se precalienta el DNA con la proteína, y
se inicia la reacción con MnCI>, RepB no> presenta actividad. Además, si a la misma
mezcla (previaníente mantenida 5 mm a ta.) se le añade el DNA y se incuba
directamente (sin precalentamiento), RepB no actúa. El MnCl2 parece contribuir a
la estabilidad de RepB, ya que las únicas muestras precalentadas a 60~C que
presentaron actividad fueron aquellas en las que el l)recalentamiento> de la prO)teína
se realizó en presencia (le MnCl2. Pensamo>s que la presencia de MnCl2 podría
estabilizar a Repl3 frente al calor, o bien que podría facilitar la disgregación proteica
y aumentar la velocidad (le catálisis de la reacción. El MnCI2 poAría modificar la
estructura (le la proteína, estabilizando su cejitro> activo). Recientemente, se lía
postulado que 1 (>8 iornes Mg
2’ podrían estabilizar la fo>rma di mérica de la proteína
RepD, modulando la interacción con el origen y por tanto, la eficiencia de replicación
(Thomas e¿ al, 1995).
Como ha quedado niostrado, el porcentaje de formas Fil + FI’ alcanzó hasta el
95%, tras una incubación de 30 mm a 600(7 con DNA de pMV 158, en una relación
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DNA:proteína en moléculas de 1:9.5. Sin embargo, en ninguno de los ensayos
realizados con la proteína se consiguió un 100% de formas FI’ (producto de la
actividad de co>rte/cierre de RepB). Por ello, se realizaron distintas pruebas añadiendo
sucesivas cantidades de proteína o variando la temperatura de incubación. Les ensayos
se realizaron del modo siguiente: muestras de DNA de pMVI58 (234 ng) se trataron
con 15 ng de RepB y se incubaron 30 mm a 450(7• Tras este tiempo, se volvió a añadir
más proteína (15 ng) y se realizó una segunda incubación de 30 mm a 450C.
Observamos que RepB se va inactivando tras los primeros 30 mm de incubación a
45o(7 y que la adición de proteína nueva resulta en una subsiguiente disminución de
las formas FI pero no de las formas Fil. En otros ensayos, las muestras se incubaron
30 mm a 60~C, al cabo de los cuales se realizó una segunda incubación de 30 mm a
450(7 De nuevo no se observó disminución de las formas Fil. Como control, se incluyó
una muestra con RepB en ausencia de MnCI
2 que fue incubada durante 30 mm a
450(7; no se o>bservó ninguna actividad de la proteína.
Por último, se realizó un nuevo ensayo incubando, a 60~C, DNA de pMVI58
(1400 ng> con RepB (90 ng) en tampón B con 20 mM MnCI2, en un volumen final de
50 pl. Se to>maro>n muestras (5 pl) de la reacción cada 5 mm (hasta co>mpletar los 30
mm de incubación), a las que se fueron añadiendo más cantidad de proteína,
manteniendo co>nstante la relación DNA/proteína (en ¡nasa) e igual a 15.5. Se
incluyeron muestras control sin la adición de nueva cantidad de proteína. La reacción
se paró a 4o(7 con 1 pl de la mezcla STOP. Se pudo comprobar que al cabo de 30 mm
de incubación a 600(7, tras añadir un to>tal de 410 ng de proteína todavía quedan
formas FIl en la muestra, sin contar por supuesto, h>s Fil inespecíficos presentes en
el control sin proteína. Po>r lo tanto, de esta serie de resultados, concluimos que no
se ha conseguido desplazar el eqtíilibrio entre corte (Fil) y cierre (FI’) hacia la
reacción de cierre.
Este apartado de resultados nos ha permitido extraer las siguientes conclusiones:
i) las mejores condiciones para el análisis electroforético de los productos de reacción
de RepB, se consiguieron mediante geles de agarosa al 1%, en tampón TBE
conteniendo 0.5 pg/ml de EtBr; la eleetroforesis se realizó en cubetas horizontales
largas, a voltajes bajos (30-40 V) y en tiempos largos de electrt>foresis (16-20 h); u)
el mayo>r po>rcentaje de actividad de la proteína RepB se obtuvo> con una relación en
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masa de I)NA/proteína igual a 15.5, y en presencia de 20 mM de MnCI2; iii) la
actividad de RepB es dependiente de la temperatura; los mejores resultados se han
obtenido incubando la proteína a 60
0C; iv) se observó que debido a la presencia de
KCI en el tampón de incubación, aparecen formas Fil inespecíficas, y que la actividad
de cierre de RepB se inhibe a concentraciones de KCI entre 250 y 300 mM; y) la
actividad de RepB no se inhibe en presencia de camptotecina (inhibidor de la
topoisomerasa 1) y tampoco se ve afectada por la presencia del represor
transcripcional, CopG; vi) se comprobó que la proteína RepB es capaz de cerrar
aquellas moléculas de DNA que previamente ha cortado, sin que exista ninguna
actividad DNA ligasa adenilada contaminante; vii) algunos detergentes podrían
favorecer la actividad de corte de RepB, posiblemente debido a la disociación de
agregados proteicos, ~C~() inhiben la actividad de cierre; viii) RepB actúa rápido y
parece tener Lina vida media muy pequena; ix) el MnCI
2 podría modificar la estructura
de la proteína, esta 1)11 izando su centro activo.
8. pLSI PRESENTA UN INCREMENTO EN SU NÚMERO DE COPIAS
EN CULTIVOS J)E B.subt¡Iis CRECIDOS A 450C
Como en los experimentos realizados ¿ti vI/ro, se ha observado un aumento de la
actividad de RepB a temperaturas de incubacion superiores a la fisiológica (3’PC), se
pensó en la posibilidad de realizar un ensayo iii vivo a esas temperaturas, con el fin
de obtener i nformací on sobre la repí ¡cacion del pl ásmido como consecuencia de la
actividad de RepB, en unas condiciones cercanas a una situacion ‘natural’. Por ello,
se aprovecho el hecho de que el plúsmido pLS1 replica en la estirpe mesófila B.subtilis
(Espinosa ci al, 1982), para comparar el número de copias de pLSi en esta estirpe
cuando las células se crecen a 37, 45 o 5(YC. Cultivos de B.subtilis MBI 1 que
contenían el plúsmido pLS 1 se crecieron a las temperaturas de 37, 45, 50 y 550C.
Cuando la DO de los cultivos alcanzó el valor de 0.6, se tomaron alícuotas de 1.5
ml para analizar el contenido de DNA total (cromosóniico y plasmídico). Distintas
cantidades de las preparaciones de DNA total [10 pl (a), 15 pl (b) y 20 pl (c)] se
analizaron en geles de agarosa al 1% en tampón TAL, que fueron teñidos con 1
pg/ml de FtBr tras la electroforesis (Fig. 30). LI cálculo del número de copias de
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pLSI se realizó a partir de la densitometría de los negativos obtenidos y tomando
corno referencia el número de copias de pLSI en B.subtilis a Y/0C, valor igual a 4 ±
1 que fue previamente determinado (Kramer el a!, 1995). Como resultado se obtuvo
un valor de 7.6 copias a 45oC y una disminución a 2.3 copias a 500C; el cultivo a 550C
no creció y se observó una disminución en el tiempo de duplicación de la bacteria,
cuando ésta se creció a 45 y 500C. El cultivo de B.subtilis/pLSI crecido a 45~C se
creció durante 26 generaciones y se tomaron alícuotas a las 6, 16 y 26 generaciones
para analizar el contenido de DNA plasmídico; se comprobó que el incremento en
el número de copias (le pLSI se mantiene en las distintas generaciones de
crecimiento. También se pudo observar que, a SOOC, las muestras analizadas que
fueron tomadas a la misma densidad óptica presentaban una menor cantidad de DNA
crornosórn i en.
MBI1/pLSI
370C 45% 50%
abc a bco b c
wflnSnw
--a
—a —
- DNA
cromosómico
DNA
plosmídico
Figura 30. Número de copias de pLSI en B.sublilis a temperaturas superiores a 370C. Cultivos de
B.subtilis MB11/pLS1 se crecieron a 37,45 y 5~C hasta una 0055Q=O.6. Se analizó el contenido de DNA
total, cargando distintas cantidades [10 M’ (a), iSpl (b) y 20 ¡4 (c)l en geles de agarosa al 1%, en tampón
TAE que fueron teñidos con 1 pg/ml de EtEr. El valor de N se calculó a partir de la densitometría de
los negativos obtenidos. Como control se incluye una muestra con DNA de pLSl. MWS: marcador de
peso molecular.
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9. IN Vfl?RO, LOS ITERONES NO SON NECESARIOS PARA LA
ACTIVIDAD I)E CORTE/CIERRE DE RcpB SOBRE DNA
SUPERENROLLAI)O
Para definir las interacciones RepB-dso sobre DNA plasmídico superenrollado,
se utilizaron plásmidos recombinantes (basados en el vector pC194) que llevan
donados la región nie (pCGAJ/8), bind (pCGA3) o el 4w entero (pCGA11¡12) de
pLS1. En el Apartado 2 se mostró que solamente pCGAII y pCGA12 exhiben una
ligera incompatibilidad hacia pLSI, probablemente debida a utilización de RepB. Esto
sugería que RepB necesita, in vivo, un dso entero para llevar a cabo su función de
proteína iniciadora de la replícacion. Para saber si los requerimientos ¿u vúro eran
semejantes a los observados iii Vivo, SC incubó DNA de los plásmidos mencionados
(700 ng) con la proteína RepB (45 ng) en tampón B y 20 mM MnCI2, durante 30 mm
a 37, 45 y 6O~Ct También se incluyó DNA del vector pCI 94 como control negativo.
La reacción se paró con 125 ¡ig/rnl de proteinasa K, y las muestras se analizaron
mediante electroforesis (Fig.3 1). Como se esperaba, RepB no presentó ninguna
actividad sobre pC194 ni sobre pCCA3 (que sólo contiene los iterones). [¿sto
demuestra la especificidad de RepE sobre la región ríje del Uso de pLS 1. Se observo,
además, que RepB presentaba actividades similares sobre DNA de pCGAII/12 <con
cl origen entero) y sobre pCGAY/8 (carentes de la región biné! del origen). Tampoco
se observo ninguna diferencia de actividad entre las dos orientaciones utilizadas. Por
tanto, se puede concluir que, in ¡‘Pro, la relajación de DNA superenrollado por RepB
no requiere la unión previa de la proteína iniciadora a los iterones, y que la actividad
de RepB es dependiente de hebra pero independiente de orientación sobre DNA
superenrollado.
Basándonos en los datos de Bowater ¿‘1 cl <1991) sobre las pr(>piedades de las
secuencias ricas en (A±T)para promover la extrusión de estructuras cruciformes a
baja fuerza jónica en plásmidos superenrollados, se intentó favorecer ¡u ¡‘Pro la
extrusión de 11-1 (que contiene la región nic del Uso de pLSl), ya que la frecuencia
y distribución de nt alrededor de la región nP muestra que la región rica en (Ci + C)
alrededor del sitio de corte <entre los nt 448 y 449) de RepB se encuentra flanqueada
Figura 31. Requerimientos estructurales Nt vilro de la proteína RepB sobre DNA superenrollado. A. Mapa 
físico y funcional de los fragmentos de pLS1 clonados en el sitio único HirtdiII de pC194cop. Se indican 
las posiciones de las Horquillas 1 y 11, los iterones (l-Z-3, cajas sombreadas), el promotor P,, (b) para 
la transcripción de los genes copG y repB, y el gen copG (flecha). Se muestran los sitios de restricción 
relevantes usados para el clonaje (coordenadas de corte en pLS1 entre paréntesis), así como los nombres 
y orientaciones de los recombinantes. 8. Geles de agarosa con los productos de reacción DNA-RepB a 
37, 45 y 60°C. Los ensayos se realizaron con 700 ng de DNA plasmídico (pL.51, pCGA30, pC194cop, 
pCGA7/8 y pCGA11/12) y 45 ng de RepB; la incubación fue de 30 min a 60°C. Los signos (+) y (-) 
indican la presencia o no de la proteína RepB en la reacción. FI: forma superenrollada; FII: Corma circular 
abierta; FI’: forma circular relajada. 
por secuencias ricas en (A+T) (ver Fig. 75 en Discusión). Se emplearon DNAs de los 
plásmidos pCGA7, pCGA11 y pLS1, realizando un precalentamiento del DNA (2.1 
pg) en agua durante 15 min a 45 ó 60°C (para abrir las zonas del DNA ricas en A+T) 
y después se enfrió rápidamente a 0°C para intentar “congelar” las estructuras 
secundarias extruidas. Los DNAs se mantuvieron a 0°C durante 10 min, antes de 
aumentar la concentración de sal de las muestras por adición de tampón B y 20 mM 
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MnCI2, basta un volumen final de 100 M
1~ Un tercio de este volumen (700 ng) se
incubó con RepB (45 ng) durante 30 mm a 300C, los otros dos tercios restantes se
incubaron a 3TC en presencia o no de la proteína. Tras la incubación, las reacciones
se trataron con 125 pg/ml de proteinasa K (10 mm a 2O~C). Se incluyeron muestras
que fueron incubadas con RepB sin ningún tratamiento previo del DNA (controles
positivos) y corno control negativo se utilizó el plásmido pCCA3 (que sólo contiene
la región biné! del origen). Los productos de reacción se analizaron como de
costumbre. En estas condiciones no se pudo observar ninguna actividad de RepB a
300C en los plásmidos pCGA7 y pCGAI1, aunque sí hubo cierta actividad sobre el
pLSl a esta temperatura (no mostrado). A 370C no se observó ningún incremento en
la actividad de RepB sobre los plásmidos ensayados; quizás porque en estos plásmidos
se necesita una temperatura mayor de precalentamiento para poder abrir la zona que
rodea a 1-1-1 y lograr después mantener esta estructura con una bajada más rápida de
la temperatura.
Dado que los iterones no son esenciales para la actividad ¡ti iñtro de RepB, se
diseñaron algtinos experimentos para intentar definir su papel in vivo. En primer
lugar, intentamos eliminar los iterones de pLSI para conocer el efecto de tal deleción
sobre la replicación del plásinido. Para facilitar la deleción de los iterones, éstos se
flanquearon por dos sitios dc restricción, generados por mutagénesis dirigida. Se
utilizó el plásmido pAliF-J’stlb (que lleva donado el fragmento ¡‘Ml 13 dc pLSI en el
fagérnido pAL’FER- 1; Tabla 3) para crear los siflos BamHl (5’-G’CATCC-3’; cambios
C—~A y (1 ~Cen las coordenadas 522 y 525 de pLSI) y BglII (5’-A’CATCT-3’; canibio
en la coordenada 574 de pLSI) a la izquierda y derecha de los iterones,
respectivamente. Estas dianas no existen en pLSI. Se infectó el cultivo JM109/pALT-
Pstlb con el fago R408 para la obtencion de ssDNA, usando tina mw. (le 10. El DNA
del fago junto con el DNA del fagémido recombinante se coprecipitaron según las
indicaciones de Maniatis a al (1982). La mutagénesis se llevó a cabo anillando 0.1
pmol de ssDNA con 0.5 pmol del oligo reparador de Ap fosforilado y 2.5 pmol de los
oligos mutagénicos BamnHlcomp (34-mer; 5’-CTCGCCGAGATVFGAGGATCCTC
AAACCCTTGCA-3’) y/o Bglllcomp (31 -mer; 5’-GTA1TITTCCCAAAAGATCTC
TAAAAAGTCG-3’) fosforilados en su extremo 5’-terminal con la T4 PNK (Fig. 32A).
La reacción cíe síntesis se realizó con la T4 DNA polimerasa y se selló con T4 DNA
1 ¡gasa, tras ti ¡nr ¡ non badán de 90 ni i n a 37(1?. Con el UN A así si rite tizado se
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transformó BMH7I- lSrnutS (Hanahan, 1983). Se seleccionaron los transformantes AP,
de los que se preparó DNA plasmídico para transformar la estirpe iM109,
seleccionando para crecimiento en presencia de Ap. Finalmente, se comprobó la
presencia de las mutaciones deseadas mediante digestión con los enzimas adecuados.
De esta forma, se obtuvieron los plásmidos pALT-BamHI (sitio BarnHl
coordenada 520 del fragmento de pLSI donado en pALT-Pstlb), pALT-BgllI (sitio
único BglTI en la coordenada 570) y pALT-BB (sitios BamHI y Bg/II).
400 449
____________________ Horquitla 1
5’ -TGGGGGATTTTTTCTCCGAAAAAATCTAAAATATCCCCGGCCTACTACG/A
-,00
CCCCCCCTATAGTCCCGAGTGCCAAAATCAAAAAAAAAACGCCTTTACCCT
l3amHI
TAGAGCTGCAAGGGTTTGAGGCTCGTCAAATCTCGGCGACTTTTCGGCCAC
A O u 12
3 ‘—AOGTTCOCAAAOTOOTAGGAGTTTAGAGOOGOTG—5
’
Oligo BaraHí comp (34-mor)
600
BQ1 II
TTTTCGGCGACTTTTTAGAGATTTTTTGGGAAAAATACGAAAAAGATTG- 3’
13 O
3 -GOTGAAAAATOTCTAGAAAACCCTTTTTATG-5
Oligo BglII comp (31—mor)
Figura 32. Secuencia de nucícótidos de pLSi desde las coordenadas 400 a 600, que incluyen la región del
dso de pLSl. Se indica la Horquilla 1 con ei sitio de corte de RepB (/) y los tres iterones (11-13; en itálica
y subrayado). Se muestran los oligos mulagónicos empleados para crear íos sitios de restricción BamHl
y Bglll, a la izquierda y derecha de los iterones respeclivamente; y los cambios de nucícótidos introducidos
en la
(en negrita).
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Para intentar construir los derivados de pLSI con las mutaciones indicadas, se
aisló el fragmento ¡‘MI B (donado en pALTER-1), y se realizó un intercambio de
fragmentos Psi] con el replicón pLSI: fragmentos ~qj B (1056 ph) de los derivados
de pALTER-1 conteniendo las mutaciones y el fragmento FMI A (3357 ph) de pLSI,
en una relación A:B igual a 1.5:1. Los fragmentos se trataron con T4 DNA ligasa en
un volumen de 25 pl, durante 16 h a 160C. Se transformó S.pnewnoniae 708 con la
mitad de cada ligación y se seleccionaron los transformantes por crecimiento en medio
sólido con Te, obteniéndose los siguientes transformantes/mí: 1320 para la
construcción pLSlBamHI, 860 para la construcción pLSlBg/II y 1870 para el mutante
doble pLSiBa¡nHl-BglIl. Se seleccionaron varios clones y se comprobó la existencia
de las mutaciones mediante digestión con los enzimas de restricción correspondientes.
Se escogió un clon de cada construcción, se obtuvo el DNA correspondiente y se
volvió a transformar S.pneumon¡ae 708 para eliminar cualquier posible contaminación
con pLSl paternal. Se analizaron varios clones y de nuevo se comprobó la existencia
de la mutación deseada. Se obtuvieron así los plásmidos pLSl-520 (sitio único BarnHI
en la coordenada 520 de pLSl), pLSl-570 (sitio único BglIl en la coordenada 570) y
pLSIBB (doble mutante con los sitios únicos I3amHI y Bg/Il, en las coordenadas 520
y 570, respectivamente).
Para intentar la construcción del derivado de pLSI sin iterones se utilizó pLS1BB,
digiriendo DNA de este plásmido con BamHI y con BglII, lo que genera extremos 5’
compatibles que resultan en un nuevo sitio Sau3AI. El fragmento mayor se purificó
y se procedió a su autoligación en un volumen de 35 pl. La mitad de la ligación se
utilizó para transformar S.pneumoniae 708, seleccionándose los transformantes por
crecimiento en medio con Te. Se obtuvieron 690 transformantes/mI, de los cuales se
analizaron 48. Todos los clones analizados seguían manteniendo el sitio ¡3011. Por lo
tanto, se dializó el resto de la ligación frente a TE (10:1) y se digirió con BOíl para
reducir los escapes que pudieran existir y bajar así la eficiencia de transformación de
los fragmentos que no hayan ligado BamHi-Bg/11. Nuevamente, se transformó
S.pneurnoniae 708 y se seleccionaron los transformantes Te’. En este caso, se
obtuvieron muy pocos transformantes (13 transformantes/mí). Tras ser analizados
todos ellos, se observó que ninguno tenía los sitios BamHI y BgllI, pero cabía la
posibilidad de que se tratara de un pLSI silvestre. Por ello, se realizó tina digestión
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con Sau3AI (La ligación BamHl-BgllI genera un sitio nuevo) de los DNAs de todos
los clones seleccionados y de pLSl silvestre como control. Todos los DNAs carecían
de un nuevo sitio Sau3AI, por lo que suponemos que se tratan de pLSI silvestre.
Los resultados indican que la deleción de los iterones no da lugar a plásmidos
replicativos en £pneumoniae. Por tanto, pensamos que la región bind (que contiene
los tres iterones 11-12-13) es esencial in vivo para la replicación de pLSI.
Mediante análisis por ordenador se observó que los iterones y el sitio de corte
reconocido por RepB se encuentran situados en la misma cara del DNA (Fig. 33). Por
tanto, especulamos que RepB podría, inicialmente, reconocer in vivo los iterones y al
unirse a ellos podría posicionarse adecuadamente para reconocer el sitio de corte en
la región nic. La primera aproximación para analizar esta posibilidad se basó en
cambiar de fase los iterones y el sitio de corte, introduciendo 4 pb entre ambos
(plásmido 94) y produciendo una rotación de casi media vuelta de hélice entre ellos.
Para ello, se utilizaron los plásmidos pLSl-520 y pLSI-570 (como control), cuyos
DNAs fueron digeridos con los enzimas BamHI y BglII, respectivamente. Los extremos
3’ recesivos se rellenaron con Pol 1K y se ligaron en un volumen de 50 4. La mitad
de cada transformación se utilizó para transformar S.pnewnoniae 708, obteniéndose
1.4x104 transformantes/inI para pLSi-520124 y 1.7x i0~ para pLSl-57094. Se analizaron
varios clones mediante digestión con Gal, ya que tras cortar con BamHl y BOíl y
rellenar con PoIIK, se genera un sitio nuevo Cal. La mayoría de los clones de pLSI-
570n4 (inserción de 4 pb en el sitio Bglll) analizados poseen un sitio (‘Ial nuevo y
conservan el sitio ¡3cM-ii. Por el contrario, ninguno de los clones pLSI-52094
(inserción de 4 pb en el sitio Baml-IL) presentaban un sitio Clal nuevo. El resto de la
ligación de pLSl-52094 se cortó con BamHl para linearizar las moléculas que
hubieran escapado de PoIIK. Se volvió a transformar S.pnewnoniae 708 y se
seleccionaron los transformantes Tcr; ninguno de los clones analizados poseía el sitio
Cid. Por tanto, no conseguimos obtener in vivo ningún transformante basado en el
replicón pLSl, que tuviese los iterones y el sitio de corte en fases distintas del DNA.
En cambio, sí se consiguió introducir 4 pb más en el sitio BgIlI, situado “corriente
abajo” de los iterones, mutación que no influiría en la localización de los iterones
respecto al sitio de corte ni interferiría con la replicación del plásmido.
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Figura 33. Proyección cilíndrica de la región del DNA de pLS1 (secuencia de iit de pLS1 desde la
coordenada 440 a 570) que comprende el sitio dc corte y los iterones (en negrita y subrayado).
Como en el replicón pLSl no se pudo conseguir el cambio de fase entre los
iterones y el sitio de corte, se intentó una nueva estrategia. 1’ara ello, se clonó el
fragmento Banl-A pal 1 (393 pb) de pLSiBB en el sitio único J/indIII de pCi94cop,
compatible con pLSI. Una vez aislado el fragmento Banl-ApaLl de pLSiBB, se ligó
a pCl94cop linearizado en UindIII, cuyos extremos 3’ recesivos habían sido
previamente rellenados con PoIJK. La reacción de ligación se realizó en un volumen
de 65 ¡A, manteniendo una relación vector:fragmento en moléculas de 4:1. Esta
relación no es muy favorable para el clonaje (idealmente sería la inversa), pero la
cantidad de DNA del fragmento con la que contábamos era escasa. Se usó la mitad
de la ligación para transformar S.pnewnon¡ae 708 y se seleccionaron los
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transformantes en presencia de Cm. Se obtuvieron 2780 transformantes/ml a las 48 
h de incubación a 37°C. Se analizaron varios clones mediante mapeo por restricción 
y se escogió un clon recombinante con el fragmento BunI-ApnLI mutado clonado en 
la orientación a (según la dirección del gen cul), al que se le dio el nombre de pC3BA 
(Fig. 34A). Nuevamente, se procediú a cambiar de fase los iterones respecto al sitio 
de corte del dso. Para ello, se linearizó el plásmido pC3BA en los sitios únicos BamHI 
o BglII por separado, se rellenaron los extremos 3’ recesivos con Po1 IK y se realizó 
una ligación en un volumen de 50 ~1. La mitad de cada ligación se utilizó para 
transformar Spneumonkze 708, induciendo el gen cal con 0.1 pg/ml de Cm, durante 
Figura 34. A. Representación esquemática del plásmido recombinante pC3BA. Se representa el fragmento 
Earrl-ApaLI de pL.SlBB (con el dso mutado de pLSl), que fue clonado en el sitio HirzdIII único de 
pC19kop. En la parte inferior se muestran las Horquillas 1 y II, los tres iterones (11-13; caja sombreada), 
parte del promotor de los genes copG y repB (P,,)y las mutaciones introducidas (x) que generaron dos 
sitios de restricción (BarnHI y @@II) nuevos. B. Gel de agarosa con los productos de actividad de la 
proteína RepB sobre los plásmidos pC3BA y pC3BA-520fI4. Los ensayos se realizwon con 700 ng de 
DNA plasmídico y 45 ng de la proteína RepB mediante una incubación de 30 min a las temperaturas 
indicadas. Como control se incluye una muestra de DNA pLS1 (700 ng) con RepB (45 ng) a 60°C. FI: 
forma superenrollada; FII: forma circular abierta: FI’: forma circular relajada; MWS: marcador de peso 
molecular. 
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los últimos 20 mm de expresión a 3’PC. Los transformantes se seleccionaron para Cm
y los posibles recombinantes fueron analizados mediante mapeo por restricción,
buscando la presencia, como en el caso anterior, de un sitio Cid nuevo. El vector
pCl94cop y el control pC3BA poseen dos sitios CIaI, cuya digestión da lugar a dos
fragmentos: uno de 1668 pb y otro de 1237 pb (en el caso de pC194) o de 1630 pb
(si se trata de pC3BA). Los recombinantes presentarán tres sitios CIaI, que dan lugar
en el caso de pC3BA-(BamHIn4) a tres fragmentos de 1668 ph, 1172 ph y 462 pb.
Para el caso de pC3BA-(BglIIa4), corresponden a 1668 pb, 1122 pb y 512 pb. Se
obtuvieron así los plásmidos pC3BA-520n4 (cambio de fase entre los iterones y la
región nic, insertando 4 pb) y pC3BA-570a4 (inserción de 4 pb en el sitio Bg/II,
situado a la derecha de los iterones). Una vez conseguido este cambio de fase entre
los iterones y el sitio de corte, se realizó un ensayo de actividad lii viti-o de la proteína
RepB sobre los plásmidos pC3BA (dso de pLSl con los sitios nuevos BaniHl y BgIII
a ambos lados de los iterones) y pC3BA-520yi4 (inserción de 4 pb en el sitio BarnHI
situado entre los iterones y el sitio de corte). El ensayo se realizó como en otras
ocasiones mezclando 700 ng de DNA plasmídico en tampón 13, 20 mM MnCI2 y con
223 ng de la proteína Repl3 (preparación de la segunda purificación que resultó con
una menor actividad). Las muestras se incubaron durante 30 mm a 37, 45 y 60”C, y
se paró la reacción con 250 Mg/ml de proteinasa K. Como control se usó DNA de
pLS 1 y la misma cantidad de RepB, con una incubación de 30 mm a 600C. El análisis
de los productos de reacción indicó un pequeño porcentaje de actividad a 60’C,
porcentaje que fue ligeramente mayor en el caso de pC3BA-52094 (Fig. 3413). Se
esperaba obtener un resultado difcrcnte en el cual, la proteína RepB reconociese
preferentemente la región Uso donada en pC3BA, que mantendría en la misma cara
del DNA los iterones respecto al sitio de corte. No obstante, RepB tiene actividad
sobre plásmidos que carecen de los iterones y conservan intacta la región nL
(pCGA7/8). Además, no se puede descartar que los cambios introducidos en el DNA
al crear el sitio BwnHJ, influyan en la actividad y el reconocimiento realizado por la
proteína RepB.
Los resultados anteriores no permiten asignar un papel claro a los iterones en el
reconocimiento RepB-dso. Sin embargo, se deben considerar dos hechos: i) no fue
factible construir un replicón pLS 1 carente (le iterones, y u) no se consiguin introducir
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4 pb (cambio dc fase) entre los iterones y el sitio de corte usando el replicón pLSl,
situación que se aproximaría más a las condiciones in vivo. Ambas observaciones
apuntan a un papel esencial de los iterones, si bien aún queda por descifrar su papel
in vtvo en la replicación de pLSI.
10. CURVATURAS INTRÍNSECAS PRESENTES EN EL dso DE pLSl.
INFLUENCIA DE RepB
Datos previos de nuestro laboratorio indicaron la presencia de una curvatura muy
compleja en esta zona, habiéndose mapeado el centro de la curvatura principal
alrededor de coordenada 630 (Pérez-Martín a al, 1988). Predicciones realizadas con
ordenador sobre el Uso de pLSl pusieron de manifiesto que se trataba de una región
potencialmente curvada (ver Fig. 76 en Discusión). Para analizar las posibles
curvaturas intrínsecas de esta región sin interferencias de la curvatura principal, se
clonó el fragmento Banl-ApaLI (coordenadas 214 a 607, respectivamente; 393 pb) de
pMVI58 en el vector pBend2 (Kim a al, 1989). Este plásmido ha sido diseñado para
el análisis de curvaturas en el DNA, intrínsecas o inducidas por proteínas, sin
necesidad de recurrir a ensayos de permutación circular de fragmentos de DNA. Se
ha comprobado que fragmentos de DNA curvados muestran una movilidad
electroforética (en geles nativos de PAA) menor que la de fragmentos de igual
tamaño sin curvaturas, migración que depende de la localización del centro de
curvatura en el fragmento. De la misma forma, se ha visto que si el sitio de unión
de una proteína que induce curvaturas se encuentra situado en el punto medio del
fragmento, la movilidad será menor que si el sitio se encuentra próximo a un extremo
(Wu y Crothers, 1984). El sitio de multiclonado de pBend2 permite generar diversos
fragmentos de DNA de idéntica longitud, en los que el sitio de unión de la proteína
(o el centro de curvatura del DNA) se localiza a diversas distancias de los extremos
de los fragmentos.
Para realizar el clonaje, se linearizó DNA de pBend2 en su sitio único SalI. Por
otra parte, se digirió DNA de pMVIS8 (10 pg) con Ban] yApaLl (sitios únicos en las
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coordenadas 214 y 607, respectivamente), purificándose el fragmento de 393 pb. Los 
DNAs se trataron con Pol IK y se ligaron en un volumen de 55 ~1, usando una 
relación vector:fragmento (en moleculas) de 3:l. Una cuarta parte de la ligación se 
utilizó para transformar E.coli JM109. Los transformantes se seleccionaron para Ap’, 
obteniéndose sólo un clon con el plásmido recombinante. La orientación del 
fragmento clonado se analizó por digestión del DNA de pBend2 y del recombinante, 
pBenddso, con el enzima DdeI. La digestión del vector con DdeI origina los 
fragmentos de 687, 540, 465, 426, 409 y 166 pb. Si el fragmento BunI-ApaLI se 
hubiese clonado en la orientación contraria respecto al gen bla, se generarían tres 
fragmentos nuevos de 607, 280 y 193 pb, como así ocurrió. Una vez obtenido el 
plásmido recombinante pBend2dso, se procedih a analizar la posible curvatura 
intrínseca en el fragmento clonado. Para ello, el DNA (0.4 pg) se digirió con los 
A 
Figura 35. A. Análisis de las curvaturas intrínsecas del fragmento BunI-ApaLI clonado en pBend2. El 
DNA recombinante (0.4 pg) se digirió con los enzimas B@II (B), Ch1 (C), XltoI (X), EcoRV (E), PvuII 
(P), Srnal (Sm), SfuI (St), SspI (SS), Rsal (R) y &wnHI (Ba). Tras la digestibn, la muestra se repartió en 
dos (0.2 pg), se aiadió directamente el tampón de carga y se. analizaron los fragmentos en dos geles 6% 
PAA nativos; una de las electroforesis se llevó a cabo a 5°C (panel superior) en una cámara fría y la otra 
se realiz6 en un incubador a 50°C (pancl inferior). MWS: marcador de peso molecular. 
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enzimas siguientes: ¡3011, ClaI, XhoI, EcoRV, PvuII, Sspt, RsaI y Ba,nHI. Tras la
digestión, la muestra de DNA se repartió en dos (0.2 ¡sg), se añadió tampón de carga
y se analizaron los fragmentos en dos geles 6% PAA nativos. Una de las electroforesis
se realizó a St en una cámara fría y la otra en un incubador a SOt. Dada la
migración de DNA en acrilamída, la migración anómala se acentúa a 50C y se
disminuye a 500(1 Después de la electroforesis, los geles se tiñeron con 0.5 ¡sg/ml de
EtBr y se fotografiaron (Fig. 35A). Se midieron las movilidades relativas (RL) de cada
fragmento a 5 y SOOC. La representación gráfica mostró que no todos los fragmentos
tenían la misma movilidad, siendo los fragmentos digeridos con BarnHI y con CIa 1,
los que presentaban una mayor diferencia de migración entre las dos temperaturas,
lo cual indica que en estos fragmentos con las curvaturas están más centradas. Esto
sugiere que: i) existen dos curvaturas intrínsecas dentro del fragmento Ban]-ApaLi y
fi) los centros de éstas curvaturas se localizan alrededor de la coordenada 380-390 y
de la coordenada 460-470 de pMVI58 (Fig. 35B).
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Figura 35. 13. Se muestra el sitio de multiclonado de pBend2-dso, donde se indica la posición relativa de
la Horquilla 1 y los iterones (11-12-13). A la izquierda se midieron la movilidades relativas (~L en cm) de
cada fragmento a 5 (e) y 5~C (O). A la derecha se representó el cociente RL (- Repl3)/ R
3 (±RepB)
(A). Se indica la posición relativa de las dos curvaturas intrínsecas (flechas continuas) y eí centro (le la
curvatura inducida por RepB (flecha discontinua).
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A continuación se intentó determinar si RepB induce curvaturas en el dso de 
pMV158. Para ello, el DNA de pBend2-dso (0.4 pg) se digirió con &fII, EcoRV y 
BarnHI; la muestra se dividió en dos (0.2 pg) y fue incubada (+) o no (-) con RepB 
(110 ng) en tampón B, durante 30 min a t.a. Se añadió el colorante de carga y la 
muestras se analizaron por electroforesis en un gel de PAA al 6%. En los tres casos 
se observó retención del fragmento clonado por disminuci6n de la banda 
correspondiente (515 pb) en las muestras tratadas con RepB. Tras este resultado se 
realizó un nuevo ensayo con 0.6 pg de DNA de pBend2-dso, que fue digerido con los 
mismos enzimas de restricción B@II, EcoRV y BarnHI. Cada digestión se repartió en 
tres muestras, las cuales se incubaron (+) o no (-) con RepB (1lOng). Una de las 
muestras (+) incluía heparina (0.2 pg/J) como competidor, la cual se atiadió en los 
últimos 10 min de incubación. Las reacciones se incubaron en tampón B durante 30 
min a t.a., se les añadió el colorante de carga y se analizaron en un gel mixto 0.5% 
agarosa-1.8% acrilamida. El resultado (Fig. 35C) mostró una retención específica por 
RepB de la banda de 515 pb en los fragmentos EcoRV y Ba/nHI, los cuales sitúan el 
C 
Figura 35. C. Influencia de la proteína RcpB sobre el fragmento clonado cn pBcnd2. DNA de pBendZ- 
dso (0.G pg) he digerido con los enzimas B@II, EcoRV y BornHI. Cada digestibn sc repartió en tres 
muestras que fueron tratadas (t) o no (-) con RcpB (IlOng), una de las muestras (+) incluía heparina 
(0.2 pg/pl) como competidor, y se akdió en los últimos 10 min de incubación. Las reacciones se 
incubaron durante 30 min a ta. y se analizaron en un gel mixto 0.5% agarosa-1.8% acrilamida. MWS: 
marcador de peso molecular. 
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fragmento donado en el centro y hacia la derecha. RepB no retuvo el fragmento de
515 ph en presencia de heparina. Para definir mejor la posible curvatura inducida por
RepB, se digirió DNA de pBend2-dso (0.4 ¡sg) con ¡3011, ClaI, Xbol, EcoRV, ¡‘valí,
Smal, Sta], &vpl, Rsal y ¡3am Hl. La mitad de cada digestión <0.2 ¡sg) se incubé cori
RepB en las condiciones anteriores y las muestras se analizaron en un gel mixto 0.5%
agarosa-l.8% acrilamida. La representación gráfica del cociente de las movilidades
aparentes de los fragmentos en presencia o ausencia de RepB (Fig. 35B), mostraron
que RepB induce curvatura en el dso de pMViS8 y que el centro de esta curvatura
se localiza alrededor de la coordenada 410 de pMVI58.
11. IDENTIFICACIÓN DE LOS PRODUCTOS FIl + FI’ GENERADOS
POR RepB
Como ya se ha mostrado, la actividad de RepB sobre DNA plasmídico
superenrollado (formas FI) se refleja en la aparición de nuevas bandas con distinta
migración electroforética: una banda de migración lenta correspondiente a formas Fil
(circular abierta), que se generan como consecuencia del corte específico en una de
las hebras, y formas FI’ (circular relajada), que son consecuencia de la actividad de
corte/cierre de la proteína. Las formas FI’ se agrupan en una única banda de
migración ligeramente más rápida que las formas FI cuando la electroforesis se realiza
en presencia del agente intercalante EtBr (Fig. 36A), o se detectan como distintas
bandas de migración más lenta que las formas FI cuando la electroforesis se realiza
en ausencia de EIBr (Fig. 3613).
Para conocer la distribución de topoisómeros generados tras la actuación de
RepB, se realizó un ensayo de actividad usando DNA de pLSI (700 ng) y 45 ng de
RepB en un volumen final de 30 pl. Las muestras se incubaron durante 30 mm a 37,
45 y 600C, y se trataron del modo habitual. Los productos de reacción se analizaron
en geles de agarosa conteniendo cloroquina (2 ¡sg/mí), que se trataron como se
describió en Materiales y Métodos. Los resultados mostraron una diferente
distribución de topoisómeros entre el control no tratado y las muestras incubadas con
RepB (Fig. 3’/A). Estas muestras acumulaban bandas en la parte inferior del gel, que
A B 
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Figura 36. Análisis de los productos generados por RepB sobre DNA superenrollado de pMV158. Se 
realizó una incubación con 700 ng de DNA plasmídico y 45 ng de proteína, durante 30 mio a 37, 45 y 
WC. Los productos de. reacción se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% 
conteniendo (A) o no (R) 0.5 &/mI de EtBr. Se indica la posición de la formas FI (DNA superemollado), 
FII (forma circular abierta) y FI’ (forma circular relajada). 
podrían corresponder a formas superenrolladas positivamente que se generaron al 
intercalarse la cloroquina en las formas relajadas producidas por RepB. Para 
comprobar esto, el DNA de pLS1 se relajó totalmente con topoisomerasa 1: 1400 ng 
de DNA de pL.Sl se trataron con 16 u de topoisomerasa 1 en el tampón T (50 mM 
Tris-HC1 pH 7.9, 50 mM NaCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTI) y 20% de glicerol, en un 
volumen final de 60 ~1. La incubación se realizó a 37°C durante 1 h; la reacción se 
trató con 129 pg/ml de proteinasa K. La muestra se analizó mediante electroforesis 
en geles de agarosa al 1% conteniendo 0.5 6 2 pg/ml de cloroquina. Con la menor 
cantidad de cloroquina, las formas relajadas por la topoisomerasa 1 aparecen como 
distintas bandas de migración lenta (Fig. 37C). Al subir cuatro veces la cantidad de 
cloroquina (2 pg/ml), la situación se invierte: las formas relajadas migran más rápido 
en el gel y prácticamente como una banda única (Fig. 37B). De esta forma 
comprobamos, que las bandas inferiores del gel en las muestras tratadas con RepB 
corresponden a formas relajadas, en las cuales se han ido introduciendo vueltas de 
1 FI’ 
Figura 37. Separación de los distintos topoisómeros generados por RepB. Muestras de DNA de pLSl(700 
ng) tratadas con la proteína RepB (45 ng) a 37, 45 y 60-C, se analizaron en geles de agarosa al 1% con 
2 pg/ml de cloroquina (A). Se incluye un control de DNA de pL.Sl relajado con topoisomerasa 1, que fue 
analizado en geles de agarosa al 1% con dos cantidades distintas de cloroquina: 0.5 (C) y 2 pg/ml (H). 
FI: forma circular superenrollada; FII: forma circular abierta; FI’: forma circular relajada. 
superenrollamiento positivo al intercalarse la cloroquina. La separación clara entre 
los topoisómeros positivos y negativos se puede obtener analizando las muestras en 
geles bidimensionales. Para analizar la distribución de topoisómeros en muestras de 
DNA tratadas con RepB, se incubó DNA de pLS1 (1400 ng) y 445 ng de proteína 
RepB (segunda purificación, con menor actividad proteica), en un volumen final de 
60 ~1. Se realizó una incubación de 30 min a 37, 45 y 60°C y la reacción se paró con 
625 pg/ml de proteinasa K. También se incluyó un control de DNA sin tratar con 
RepB para cada una de las temperaturas. Las muestras se analizaron mediante 
electroforesis bidimensionales. La primera dimensión se realizó en geles de agarosa 
al 0.8%, en tampón TBE y 1.5 mg/ml de cloroquina. En la primera mitad del gel se 
cargaron las muestras control (DNA no tratado) y las muestras de DNA tratadas con 
RepB a 37, 45 y 60°C. En la segunda mitad del gel se realizó una primera carga con 
las muestras tratadas con RepB a las tres temperaturas y al cabo de 2 h 30 min de 
electroforesis se realizó una segunda carga (en los mismos pocillos) con los controles 
Resultados 132
de DNA de pLSl no tratado. La electroforesís se realizó a un voltaje constante de 2.?
V1/cm. Se separaron las dos mitades del gel, eliminándose la cloroquina de la primera
mitad, tiñéndose (1 ¡sg/ml de EtBr) y fotografiándose después (Fig 38A). Cada carril
con las muestras de la segunda mitad de! ge!, se cortó en tiras longitudinales, se
giraron 90~ y sc colocaron en cubetas de electroforesis que se rellenaron con agarosa
al 1% en tampon TBE y 15 ¡sg/ml de cloroquina. La electroforesis y tratamiento de
los geles de la segunda dimensión se realizó en las mismas condiciones que la vez
anterior. Para visualizar mejor los topoisómeros, las muestras de I)NA se sometieron
a desnaturalización alcalina y se transfirieron a filtros de nitrocelulosa. Tras realizar
una hibridación de 16 h a 37
0C, usando DNA de pLSI marcado con (a-32P]dCTP como
sonda, los filtros se lavaron y secaron, antes de exponerlos a películas
autorradiográficas con pantallas amplificadoras (Fig. 3813, C y D). La curva que se
origina en este tipo de geles presenta dos puntos de inflexión (1 y II) que
corresponden a las movilidades electroforéticas mínimas en la primera y segunda
dimensión, respectivamente. Por tanto, el punto 1 representa la posición de un DNA
relajado bajo las condiciones de la primera dimensión. Las bandas situadas a la
derecha de 1 son superenrolladas positivamente durante la electroforesis mientras que
las situadas a la izquierda están negativamente superenrolladas (QOhen ci al, 1994).
Estos datos sc corresponden con los resultados obtenidos y nos permiten separar e
identificar los productos generados por RepB; los topoisómeros positivos se
corresponden con las formas relajadas (FI’) y los negativos con las formas
superenrolladas (FI>.
Figura 38. Análisis de los productos de reacción de RcpB mediante geles bidimensionales. Ensayos 
realizados con 700 ng de DNA pLS1 y 45 ng de RepB, c incubaciones de 30 min a 37,45 y 60°C. Primera 
dimensión (A): gel de agarosa al 0.8% con 1.5 pg/ml de cloroquina. Segunda dimensión: los carriles de 
la primera dimensión que llevaban dos cargas en el mismo pocillo [primera carga: muestra con RcpB y 
segunda carga (2h 30 min más tarde): control sin RcpB] sc cortaron, se giraron 9OQ y se incluyeron cn 
geles de agarosa al 1% con 15 pg/ml de cloroquina. El DNA fue transferido a tiltros de nitrocelulosa y 
se realizó una hibridación usando DNA de pLS1 como sonda. Se muestran las autorradiografías de las 
muestras a 37 (B), 45 (C) y 60°C (D), con la distribución de los topoisómeros positivos y negativos, 
generados tras la clcctroforcsis ya la concentración de cloroquina utilizada. Sc indican la posición de las 
formas circular abiertas (OC): 0 para cl control sin proteína y 0 
a cada una de las temperaturas ensayadas. Asimismo se 
3,r 
indican 
O,, y O,,, para las muestras con RcpB 
por 1 y II, la posición de los dos puntos 
de inflexión de cada cuwa, que corresponden a los puntos de menor movilidad electroforética. En un 
esquema adjunto se indica con (t) a los topoisómeros superenrallados positivamente y con (-) a los 
negativamente supercnrollados durante la clcctroforcsis. 
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12. RcpB PARECE RECONOCER CON I)ISTINTA EFICIENCIA A
PLSMIDOS DERIVADOS DE pMVI58
La secuencia de reconocimiento y corte de la proteína RepB sobre DNA
superenrollado de pLSI se determinó en el lazo terminal de una potencial estructura
secundaria (1-1-1, coordenadas 431-459; de la Campa et al, 1990), localizada en pLSl
(AssoU y A.’nob de pMVI58) mediante análisis por ordenador y mapeada por
sensibilidad a la endonucleasa Si sobre DNA superenrollado (del Solar er al, 1987b).
De la misma forma se localizaron otras dos posibles estructuras secundarias alrededor
de las coordenadas de pLSI, 100-170 (que resulté ser mayoritaria a 37~C y
correspondería a la denominada Horquilla III) y 4170-4200 (correspondiente al ssoA).
Además de estas tres estructuras secundarias mayoritarias, mapeadas en pLSI, el
plásmido parental pMVI58 tiene la región ssoU (Priebe y Lacks, 1989), situada a la
derecha del gen mob, y que posee un alto potencial para formar una estructura
secundaria compleja, aún no ¡napeada. Dado que RepB no actúa sobre DNA
bicatenario lineal (como se verá más adelante), una hipótesis plausible seria que la
actividad de RepB sobre DNA superenrollado supusiera la extrusión de H-I y la
consiguiente exposición de la región de corte como ssDNA, de modo semejante a la
proteína RepC de pTlSl (Noirot el al, 1990). Si esto fuese correcto, la efectividad de
RepB podría verse incrementada si todas la moléculas DNA sustrato tuvieran H-I
expuesta, con la region nie como ssDNA fácilmente reconocida por la proteína. Por
tanto, se pensó que la actividad de RepB podría ser mayor sobre derivados de
pMVIS8 carentes de las regiones con potencial para generar estructuras secundarias
que pudiesen actuar como competidores (en la extrusión (le la estructura tipo tallo-
lazo) de 1-1-1. Para analizar esta suposición, se ensayó la actividad de RepE sobre
pMVISH (parental de esta serie; Burdett, 1980), y los derivados siguientes: pLSI
(AssoU, Amob de pMV1S8; Lacks ci al, 1986), pLS5 (deleción in vivo de las
coordenadas 34-365 de pLSI, ~rnaJ y carece dc la Horquilla III; Lacks el al, 1986),
pLS4 (deleción del fragmento menor l-JindIlI-Ncol de pLS5 que corresponde a la
1-lorquilla IV, Asso,-4, Ama]; del Solar er al, 1987b) y pLSb24cop7 (deleción por
BAL31 de las coordenadas 4240-401 de pLSicop7, Ama!; Puyet el al, 1988>. Para cada
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plásmido se realizaron experimentos a tres temperaturas (3?, 45 y 600C), variando la
concentración de proteína utilizada o los tiempos de incubación de la reacción.
Los ensayos dependientes de la concentración de proteína se realizaron con
cantidades de RepB que variaban entre 5.6 y 112,5 ng, correspondientes a una
relación proteína/DNA en masa de 0.008 y 0.16. La cantidad de DNA sustrato fue
constante e igual a 700 ng y las reacciones se llevaron a cabo en tampón 13
suplementado con 20 mM MnCI2, en un volumen final de 30 ¡sí. La incubación fue de
30 mm a las temperaturas ya indicadas, y se paró la reacción con 125 ¡sg/ml de
proteinasa K. Tras añadir el tampón de carga BXGE, las muestras se analizaron en
geles de agarosa (1% en TBE) con 1 ¡sg/ml de EtBr. El porcentaje de actividad se
calculó a partir de la densitometria de los negativos de los geles fotografiados. En
cada caso se realizó una representación gráfica del porcentaje de formas Fil (circular
abierta) y FI’ (circular relajada) generadas por RepB, respecto a la relación en masa
proteína/DNA utilizada en la reacción (Ng. 39A). Como se ha indicado
anteriormente, y aquí se puede corroborar, eJ porcentaje de los productos de reacción
(formas FIL + FI’) generados por RepB depende fundamentalmente de la
temperatura de incubación, obteniéndose los mayores porcentajes de actividad, en
todos los casos, a 60=?.A concentraciones de proteína superiores a 40 ng, la reacción
se encuentra prácticamente saturada, lo cual se refleja en cambio de la pendiente de
las curvas, con ausencia de incrementos significativos en la cantidad de formas FIL +
FI’ generadas. Aunque RepB fue capaz de reconocer y actuar sobre todos los
derivados de pMVIS8 analizados, se pudo observar que el mejor sustrato, a las tres
temperaturas analizadas, fue el DNA del plásmido parental (pMV 158). El menos
sensible fue el DNA de pLS4, donde sólo se alcanzó un 40% de relajación a 37’C a
la máxima concentración de proteína utilizada, condiciones en las que se alcanzó un
80% de relajación a 60”C. Los resultados obtenidos utilizando distintos DNAs sustrato
mostraron, en general, el mismo patrón: valores más altos para pMVi5S, valores muy
similares para los plásmidos pLSl, pLS5 y pLSlA24cop7, y menores para el plásmido
pLS4.
Las cinéticas de las reacciones se estudiaron mediante ensayos de actividad con
700 ng de DNA plasmídico y 45 ng de proteína RepB, en tampón 13 suplementado con
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Figura 39. RepB parece reconocer con distinta eficiencia a plásmidos derivados de pMV158. A.
Representación gráfica de la actividad de RcpB (% Fil + Fi’> sobre los distintos derivados de pMV15S
en función de la concentración de la proteína. Ensayos realizados con 700 ng de DNA sustrato y distintas
concentraciones de RepE (entre 5.6 y 112.5 ng), con incubaciones de 30 mio a 37(t), 45 (0) y 60%? (@\
20 mM MnCI2, en un volumen final de 30 ¡sí. Las muestras se incubaron a las
temperaturas de 37, 45 y 60C, durante los siguientes tiempos: 5, 15, 30, 45, 60 y 120
segundos, 5, 10 y 30 mm. La reacción se paró a 4C, con 4 pl de la solución STOP,
tras Jo cual se mantuvo durante 10 mm a t.a. Los p¡odiicios (le reacción y el cálculo
(leí porcentaje de actividad de RepB se realizaron como antes. l.os resultados
obtenidos se representaron gráficamente como el porcentaje (le formas Fil + FI’
generadas por RepB frente a los tiempos dc incubación de la reacción (Fig. 3913). Las
cinéticas mostraron dc. nuevo cíne la actividad dc corte/cierre de RepB es muy rúpida
a 60”C, puesto que tras 1 mm de incubación, el porcentaje de formas [‘41 ~- Fi’
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Figura 39. ¡3. Cin6ticas de la reacciones ONA-próteina, usando 700 ng del DNA plasmídico y 45 ng de
RepB. Se realizaron incubaciones a 37 (á), 4 (0) y 600C (e) durante los tiempos indicados.
Representación gráfica de la actividad de RepB (ti Fil + FI’) frente a los tiempos de incubación.
alcanzó valores comprendidos entre un 58% (para pLS4) y un 82% (para pMV 158).
También se pudo observar que la reacción transcurre de forma más lenta a 3? y 45~C,
y que tras 30 mm de incubación a la mebor temperatura (370C) no se ha conseguido
todavía saturar la reacción, alcanzándose el 50% dc actividad sobre el DNA de
pMV1SS. Conio las reacciones a 6O~C, en las condiciones ensayadas, transcurre en
tiempos tan cortos, se realizó un experimento a 600C, usando DNA de jISI (700 ng)
y tres concentraciones de RepE: 9, 22.5 y 45 ng, que corresponden a una relación
DNA:Repl3 (en móleculas) igual a (1:1.5), (1:3.8) y (1:7.5) respectivamente,
asumiendo que todas las moléculas de’ nuestra preparación proteica son activas y
considerando éstas, como monómeros. Los resultados obtenidos fueron similares,
B
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aunque se observó una ligera disminución de actividad a una menor cantidad de
proteína y a tiempos inferiores a 5 Mu (Fig. 40).
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Figura 40. Cinética de la reacción de corte/cierre de Rept3 sobre DNA dc pLSI a órnC. El UNA (‘70C
ng) se incubó en presencia dc tres concentraciones distintas de proteína [9 (a), 22.5 (0) y 45 ng (e)] a
600C durante los tiempos indicados. Representación gráfica del porcentaje de actividad de RepE (% Fil
4- FI’) frente a los tiempos de incubación.
Podemos concluir, en principio, que la carencia dc regiones capaces de generar
estructuras secundarias competidoras de 1-1-1 no mejora, sino al contrario, el
reconocimiento de I)NA stiperenrollado por RepB. Aunque a priori, parece lógico
suponer que pLS4 (que carece de la Horquilla III y de las estructuras secundarias de
las regiones ssoA y £soU) sería más sensible a RepB que los otros derivados de
pMV158, los ensayos realizados mostraron que el DNA de pLS4 fue el menos sensible
de todos los susíratos ensayados a la proteína RepB, dado que: i> sólo un 200/c del
DNA dc pLS4 fue relajado por RepB tras 10 Mu de incubación a 37< frente al 45%
obtenido con el DNA de pMVl58, y u) a 3’7”C sólo se alcanzó tín 40% de actividad
sobre el I)NA de pLS4, con una incubación de 30 mm y a la mayor concentración de
proteína ensayada (112.5 ng) frente al 72% de actividad obtenido en las mismas
a __________________ A
O,5[ 2 3 4 5 0
TIEMPO (mm)
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condiciones con el DNA dc pMV 158. Estos resultados podrían indicar que RepB
posee una menor capacidad para reconocer el riso cuando se eliminan algunas
secuencias de pMV 158 que, aparentemente, no son importantes en la replicación del
plásmido (del Solar u al, 1987a).
Asimismo, se ensayó la actividad de RepB sobre otros derivados de pLSl que
presentaban mutaciones y/o deleciones en el gen copO (que codifica el represor
transcripcional que actúa sobre el promotor de los genes copG y repB) o deleciones
en el gen repB. Como DNA sustrato se utilizaron los siguientes plásmidos: pLSScopIl
(inserción de 4 pb entre las cajas -35 y -1<) dcl promotor ~ &-nal; del Solar y
Espinosa, 1992), pLSIAA4 (~copG; del Solar y Espinosa, 1992), pLSIAAI5 (~copG,
ArepB; del Solar et al, 1993b) y pJS4 (ArepB; Ballester u al, 1986). Hay que indicar
que la actividad de RepB sobre pLSlA24cop7 (que carece del RNA 1 y en cuya
proteína CopO se ha sustituido el residuo Ala3O por un Glu) se ensayó previamente,
obteniéndose unos valores muy similares a los de pLSI. Como control se utilizó DNA
de pLSl. Los ensayos se realizaron de la misma forma que en ocasiones anteriores,
utilizando 700 ng de DNA sustrato y 45 ng de proteína, con incubaciónes de 30 mm
a 37, 45 y 60’C (Fig. 41). Los resultados obtenidos con los derivados que carecen o
poseen el gen copO mutado, fueron en todos los casos muy similares a los obtenidos
con pLSI: valores cercanos al 45% a 37oC (exceptuando el 37% obtenido con
pLSIAA4), al 75% a 450C y, entre el 80 y 95% a 600C. En e! caso de pJS4 (árepB)
se obtuvieron unos valores ligeramente inferiores a los correspondientes a pLSl, pero
hay que tener en cuenta que este plásmido carece del gen repB, por lo que se
copurifica con su acompañante pLS1, de modo que RepB actuaría sobre ambos
plásmidos. Esto mismo ocurriría con pLSIAAI5, pero como la diferencia entre este
plásmido y el pLS 1 que lo acompaña no se aprecia en las condiciones de
electroforesis utilizadas, el valor de actividad calculado es un resultado conjunto para
ambos plásmidos.
Los resultados obtenidos muestran que RepB es capaz de relajar como máximo,
un cierto porcentaje de DNA superenrollado presente en la reacción, de una forma
que es dependiente de la temperatura. Se podría pensar que a 3?0C, sólo una pequeña
fracción de las moléculas de DNA sustrato presentan expuesta como tal, la HorquiHa
Figura 41. Actividad de la proteína RepB sobre derivados de pLS1 que poseen mutaciones puntuales o 
deleciones en los genes copG (pLSlAA4 y pLS5copll) yrcpB (pLSlAA15 y pJS4). Los DNAs plasmídicos 
(700 ng) se incubaron con la proteína RepB (45 ng) durante 30 min a 37, 45 y 60°C. Los productos de 
reaccibn se. analizaron en geles de agarosa al l%, en tampón TBE y 0.5 pg/ml de EtBr. FI: forma 
superenrollada; FII: forma circular abierta; FI’: forma circular relajada; MWS: marcador de peso 
molecular. 
1 y, en consecuencia, exhiben el sitio de corte en configuración monocatenaria para 
ser sustrato de RepB, mientras que el resto de las moléculas serían insensibles a la 
proteína. Esta fracción de moléculas que presentan expuesta H-I (y que por tanto, son 
potencialmente sensibles a RepB), podría aumentar con la temperatura, ya que se 
sabe que la generación de estructuras secundarias tipo tallo-lazo depende de ella 
(Bowater et al, 1991). No obstante, la extrusión de H-I podría verse condicionada 
también, por el grado de superenrollamiento del DNA plasmídico. Por ello, se analizó 
el número y distribución de topoisómeros entre los distintos DNAs sustrato. El ensayo 
se realizó con 400 ng de DNA plasmídico superenrollado purificado mediante dos 
gradientes consecutivos de CsCI-EtBr; los distintos topoisómeros se separaron 
mediante electroforesis en un’gel de agarosa conteniendo 2 pg/ml de cloroquina. Esta 
se eliminó mediante lavados con agua destilada, tras lo cual se realizó una tinción con 
5 pg/ml de EtBr. Los geles fueron sumergidos en agua destilada para eliminar el 
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exceso de EtBr y se fotografiaron bajo luz UV. El número y distribución de 
topoisúmeros se analizó mediante densitometría de los negativos obtenidos (Fig. 42). 
En los plásmidos pMV158 y pLS1 se observó una distribución prbcticamente simétrica 
de los topoishmeros. En el caso de pLS4 el número de topoisómeros obtenido file 
menor y se localizaban principalmente a la derecha de la gráfica. Estos resultados 
sugieren que el peor reconocimiento del DNA de pLs4 por RepB se cleberfa a que 
este plásmido presenta una densidad de superellrollamiento menor que pMV158, con 
lo que la probabilidad de LIII~ mayor frecuencia de extrusih de I-I-I sería menor en 
pLS4 que en pMV158. 
pMVl58 PLSI 
PLS4 
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En resultados anteriores se ha señalado que RepE manifiesta unos valores altos
de actividad cuando se usa como sustrato i)NA de pMVI58 y pLSI. Sin embargo,
tanto en las cinéticas como en la actividad en función de la concentración de proteína,
los valores más altos correspondieron al DNA del plásmido parental, pMVIS8. Para
comprobar si esta diferencia se debía a que la proteína RepB presentaba una mayor
afinidad en el reconocimiento del DNA de pMVI58 como sustrato, respecto al DNA
de pLSI, se realizaron experimentos de competición iii vitro entre los dos plásmidos.
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F¡gura 43. Competición de la actividad de RepE usando DNA de pMVI58 y pLS1 corno DNA sustrato.
El DNA sustrato (500 ng) se mezcló con el DNA competidor manteniendo las siguientes relaciones en
masa: 1:0.25, 1:0.5, 1:1 y 1:2, que correspondían a una relación en moléculas de 1:0.2, 1:0.4, 1:0.8 y 1:1.6,
respectivamente. Ambos DNAs se incubaron con la proteína RepE (45.5 ng) durante 2 mm a 600C. Como
control dc acLiv~dad de RepB sobre ambos plásniidos se prepararon dos mezclas con cada uno de los
plásmidos en ausencia de DNA competidor. Los productos de reacción sc analizaron en geles de agarosa,
que se cuantificaron directamente. Se representó gráficamente eí ~)orcentaje de actividad de RepE sobre
el DNA sustrato IPMVI5S (O) o pLSI (@)l a cada una de las concentraciones de DNA competidor
ensayadas, corrigiendo los valores para el porcentaje de formas VII inespecíficas observadas en el control
sin proteína. Para cada uno de los plásmidos se tomó como valor 100 el porcentaje de actividad de RepB
en ausencia de DNA competidor (que correspondió a un 72% para el pMV15S y a un 60% para el pLSl),
ci resto de los íxorcentaies obtenidos se refirieron a éste.
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Para ello, se prepararon mezclas de reacción que contenían uno de los plásmidos
como DNA sustrato (a una cantidad fija de 500 ng) y el otro DNA plasmídico como
DNA competidor (con cantidades variables entre 125 y 1000 ng). Las relaciones
mantenidas entre ambos DNAs <en masa) fueron las siguientes: 1:0.25, 1:0.5, 1:1 y 1:2,
que correspondían a una relación en moléculas de 1:0.2, 1:0.4, 1:0.8 y 116,
respectivamente. Ambos DNAs se incubaron con RepB (45.5 ng) en tampón B y 20
mM MnCI2, en un volumen final de 30 ¡sI. La incubación se realizó durante 2 mm a
60
0C y la reacción se paró en hielo con 4 ¡sí de la solución STOP, tras lo cual se
mantuvo durante 10 mm a t.a. Como control de actividad de RepB sobre ambos
plásmidos se prepararon dos mezclas con cada uno de los plásmidos en ausencia de
DNA competidor. Los productos de reacción se analizaron en geles de agarosa (1%
en TBE y 0.5 ¡sg/ml de EtBr). En este caso, los geles se cuantificaron directamente,
calculándose el porcentaje de actividad de RepB sobre el DNA sustrato a cada una
de las concentraciones de DNA competidor ensayadas, corrigiendo los valores para
el porcentaje de formas Fil inespecíficas observadas en el control sin proteína. Para
cada uno de los plásmidos se tomó como valor 100 el porcentaje de actividad de
RepB en ausencia de DNA competidor (que correspondió a un 72% para el pMVI5B
y a un 60% para el pLSI), refiriéndose a este valor los demás porcentajes obtenidos.
Como se puede observar, la proteína RepB no reconoció con mayor afinidad a uno
u otro de los plásmidos analizados (Fig. 43).
13. ACTIVIDAD DE RepB SOBRE OLIGONUCLEÓTIDOS
MONOCATENARIOS
RepB introduce un corte específico en el DNA de pLSl superenrollado entre los
nucleótidos G (448) y A (449) (de la Campa ci’ al, 1990) localizados en el lazo
monocatenario de 11-1, que se encuentra dentro de la región nP; del dxc de pLSI.
Dado que: i> la replicación iii vúro de pLSI requiere DNA superenrollado como
molde (del Solar ci’ al, 198?b); u) RepB no digiere DNA lineal (ver más adelante);
y iii) el grado de superenrollamiento parece influenciar la efectividad de RepB sobre
su sustrato (veáse Fig. 63), es lógico suponer que para la iniciación de la replicación
es necesaria la extrusión de 1-1-1 y la exposición de la región de corte como ssDNA.
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Dado que el empleo (le DNA superenrollado como molde sdlo proporciona una
información parcial sobre los requerimientos de sustrato de RepE, decidimos realizar
ensayos para conocer la actividad iii viti-o de la proteína RepB sobre oligonucleótidos
monocatenarios. Para ello, se sintetizó un oligonucícótido de 23-iner (“oligo wt’: 5’-
GGGGGGGCTACTACG/ACCCCCCC-3’) que contiene la secuencia silvestre de la
región que rodea el sitio de corte de RepB (/). Este oligo se marcó en su extremo 5’-
terminal con la T4 PNK y [y-32P]dATP.El ‘oligo wt” marcado (2.5 pmol) se incubó
con RepB (9.3 pmol; relación DNA:proteína en moléculas de 1:3.7) en tampón B y
20 mM MnC!
2 (volumen final de 60 ¡sí), durante 30 mm a 37, 45 y 600C. La reacción
se paró con proteinasa K (320 ¡sg/mí, 20 mm a 370C), y los productos de reacción se
analizaron en un gel 20% PAA/8 M urea. Si RepB reconoce la secuencia de corte
sobre ssDNA y es capaz de cortarlo entre los nt G (15) y A (16), se detectará un oligo
marcado de IS-mer, que será el producto de corte. Los resultados mostraron la
aparición de una banda de este tamaño en todas las muestras tratadas con RepB (Fig.
44A). En el control no tratado, se observan dos bandas de aproximadamente igual
intensidad que corresponden al ‘oligo WC, ya que ambas bandas son sustrato de la
proteína. La aparición de estas dos bandas no se corrigió con la purificación del oligo
por HPLC. Por otro lado, cuando estas bandas se extrajeron de geles de PAA, no se
obtuvo ninguna actividad de RepB sobre este sustrato. En principio, asumimos que
ambas bandas corresponden a distintas estructuras generadas en el oligo, debido a
posibles apareamientos intracatenarios entre los nt (Gy, localizados en el extremo 5’-
terminal del ‘oligo wt’ y los (C), situados en su extremo 3’. Los resultados permiten
concluir que RepB es capaz de digerir ssDNA que contenga su secuencia de corte. Sin
embargo, no se puede descartar que sea necesario la generación de estructuras
secundarias, por apareamientos intracatenarios, para que la proteína corte su sustrato.
Para evitar la formación de estructuras secundarias, se probó la actividad de
RepB sobre un oligonucícótido de 23-mer que contiene el sitio de corte de la
proteína, ~C~() en el cual, no se pueden formar estructuras secundarias por
apareamientos intracatenarios (oligo C”: 5’-TGCTTCCGTACTACG/ACCCCCCA-
3’). El ‘oligo C” se marcó en su extremo 5’-terminal como en el caso anterior y, 2.5
pmoí de este oligo se trataron con dos concentraciones distintas de Repl3 (18.6 y 27.8
pmol; relaciones DNA:proteína en moléculas de 1:7.4 y 1:11, respectivamente). Las
Figura 44. Actividad de RepB sobre oligonucleótidos monocatenarios. A. El “oligo wt” (23-mer: S- 
GGGGCGGcTACTACG/ACCCCCC-3’) que contiene la región nic del dso de pLS1 y el sitio de corte 
(/) de la proteína RepB, se marcó en su extremo 5’ con la T4 PNK. El oligo marcado (2.5 pmol) se 
mcubó con RepB (9.3 pmol) durante 30 min a 37, 45 y 60°C. Las flechas indican las bandas 
correspondientes a distintas estructuras formadas por el “oligo WY. Como producto de corte de RepB 
sobre el “oligo WV SC obtuvo una banda de 15mer. B. El “oligo c” (23-mer: S- 
TGCTTCCGTACTACGACCCCCCA-3’) se marcó en su extremo 5’ y se tratb con dos concentraciones 
distintas de RepB (18.6 y 27.8 pmol) a las temperaturas indicadas. Se observa una única banda de 23 
mer y como producto de corte, la banda de 15mer serialada. M: marcadores de tamaño molecular. 
incubaciones y el análisis de las muestras se realizaron como en el caso anterior. En 
esta ocasión, se pudo observar una única banda en el control sin proteína y la 
aparición de una banda de 15mer en las muestras tratadas con RepB, como resultado 
de su actividad de corte sobre el “oligo c” (Fig. 44B). Se comprobó que las bandas 
detectadas en la parte inferior del gel del “oligo wt” (tanto en las muestras tratadas 
con proteína o no; Fig. 44A) no se debían a una posible contaminación con una 
exonucleasa en la preparación de RepB. Para ello, se preparó una mezcla del “oligo 
wt” (1.25 pmol) con RepB (1.8 pmol) en tampón B, suplementado esta vez con 5 mM 
MgCl, (ya se había comprobado que la actividad de RepB es dependiente de MnCl, 
y no de MgCI,) y se incubó 30 min a 37°C. Como control, se preparó una mezcla 
similar sin ningún catión que fue incubada de la misma forma. Tras la incubación, las 
- 
Rcsrrhdos 146 
muestras se trataron con proteinasa K (125 n/ml) y se precipitaron con etanol, 
analizándose después en un gel 8% PAA/7 M urea. No se observó ninguna variación 
de las bandas inferiores a 15-mer entre el control y la mezcla con MgCl, (no se 
muestra). Concluimos, que dichas bandas no se deben a ninguna actividad 
exonucleásica contaminante de la preparación de RepB, sino que pueden ser formas 
truncadas del oligo originadas durante su síntesis. 
Figura 45. Actividad de RepB sobre oligonucleótidos en función de la concentración de proteína. A. El 
“oligo wt” de 23.mer, marcado en su extremo 5’ (3.7 pmol) se. incubó durante 30 min con distintas 
concentraciones de proteína RepB (3.7,7.5, 11.2, 15, 18.7 y 28 pmol) a las temperaturas de 37,45 y 60°C. 
Se incluyeron controles no tratados con RepB. Los productos de reacción se analkaron en geles de PAA 
20%/¿? M urea y se cuantilicó el porcentaje de actividad de la proteína RepB en las distintas muestras, 
descontando el valor obtenido para la banda que aparece en el control no tratado y que comigra con la 
banda de lS-mer, producto de la actividad de corte de RepB. B. Se muestra la representación grGz~ del 
porcentaje de actividad de RepB sobre ssDNA para cada una de las concentraciones ensayadas. 
Para definir mejor la actividad in cifro de RepB sobre ssDNA, se realizaron tres 
ensayos a 37, 45 y 6o”C, con distintas concentraciones de proteína (3.7, 7.5, 11.2, 15, 
18.5 y 28 pmol) utilizando el “oligo wt” de 23-mer (3.75 pmol). Las relaciones en 
moléculas DNA:proteína utilizadas fueron las siguientes: Ll, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 y 1:7.5. 
Las reacciones con RepB se realizaron del modo habitual y, tras el análisis de los 
productos de reacción se realizó una cuantificación de las muestras (Fig. 45) para 
calcular el porcentaje de actividad (corte) de RepB. Los cálculos se corrigieron para 
el valor de la banda de unos 15mer observable en el control sin proteína. Se 
comprobó que la actividad de RepB sobre oligos monocatenarios, al igual que ocurre 
con DNA superemollado, depende de la temperatura. Las reacciones, sin embargo, 
parecen ser más eficientes en el caso de los oligos, ya que se alcanzan porcentajes 
de corte más altos con una menor relación DNAproteína. 
Figura 46. Competición con heparina de la actividad de RepB sobre oligonucleótidos. El “oligo wt” (1.26 
pmol, 9.4 ng) se incubb con RepB (4.6 pmol) y distintas cantidades de heparina (2.35, 4.70, 9.41 y 18.82 
ng). Se mantuvo una relación DNA:proteína en moléculas de 1:3.7 y las siguientes relaciones 
heparina/oligo (en masa): 0.25, 0.5, 1 y 2. Las muestras se prepararon por triplicado y se incubaron 
durante 30 min a 37, 45 y 60°C. Se incluyeron un control negativo [(-)RepB, (-)heparina] y un control 
positivo [(+)RepB, (-)heparina] para cada una de las tcmpcraturas de incubación. Los productos se 
analizaron en un gel de 20% PAA/R M urea. 
Por último, se realizó un ensayo de competición para estudiar la actividad de 
RepB sobre el “oligo wt” en presencia de heparina como competidor. Se prepararon 
cuatro mezclas de reacción que contenían 1.26 pmol (9.4 ng) del “oligo wt”, 4.6 pmol 
de RepB y distintas cantidades de heparina (2.35, 4.70, 9.41 y 18.82 ng), en presencia 
del tampón B y 20 mM MnCI, (volumen final, 30 ~1). Se mantuvo una relación 
DNA:proteína en moléculas igual a k3.7 y las siguientes relaciones DNA:heparina (en 
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masa): 1:0.25, 1:0.5, 1:1 y 1:2. Las muestras se prepararon por triplicado y se
incubaron durante 30 mm a 37, 45 y 60”C. Se incluyó un control negativo (sin RepB
ni heparina) y un control positivo (con RepB, sin heparina) para cada una de las
temperaturas de incubación. Tras la incubación, las muestras se trataron con
proteinasa K y se precipitaron con etanol. Los productos se analizaron en un gel de
20% PAA/8 M urea, observándose cierta disminución en la actividad de RepB en
presencia de heparina a relaciones superiores 1:0.5, con independencia de la
temperatura de reacción (Fig. 46).
14. ESPECIFICIDAD DEL SITIO DE CORTE DE RepB
Para determinar la especificidad de RepB sobre su sitio de corte se realizaron
ensayos de actividad, empleando como sustratos distintos oligonucleótidos
monocatenarios de 23-mer, en los que se introdujeron cambios en las bases del sitio
de corte (G15/A16) y en algunas próximas. Todos los oligos fueron marcados en su
extremo 5’, incubándose cada uno de ellos (1.3 pmol) con RepB (9.3 pmol) durante
30 mm a 37, 45 y 600C (relación en moléculas DNA:proteína igual a 1:7.3). Los
productos de reacción se analizaron y cuantificaron como antes. Para cada caso, se
calculó el porcentaje dc actividad de RepB que fue referido al valor obtenido con el
“oligo wt” (considerado como valor 100). También se incluyó un oligonucleótido con
la secuencia complementaria a la región de corte (oligo “comp”) para comprobar la
especificidad de secuencia de la proteína RepB. Los resultados muestran (Tabla 8)
que a 5 del sitio de corte (GIS/Alt), el único cambio de base permitido fue GIS-.
A, aunque se observó una reducción en el porcentaje de productos de corte por la
proteína (más del 50%). A 3’ del sitio de corte se pudo cambiar la A16 por una C
(sin cambio significativo en la actividad de corte) o por una T (con una pequeña
reducción en la actividad proteica). Sorpredentemente, RepB no tuvo actividad sobre
el oligo que llevaba el cambio de C17—
t G, ya que se pensaba que el grupo C7 a 3’ del
sitio de corte sólo estaba implicado en la generación de la H-l sobre DNA
superenrollado mediante apareamiento con el grupo G7 del extremo 5’. Lo5 resultados
mostraron que el nt de la posición 17 (CI?) es importante en el reconocimiento de
la secuencia de corte. RepB tampoco reconoció el ‘oligo R (que contiene el cambio
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Cl?—. G aunque sí puede generar una estructura secundaria) y sí presentó actividad
frente al ‘oligo C’ (que no puede formar estructuras secundarias y mantiene la C17).
Como era de esperar, la proteína RepB no reconoció la secuencia complementaria
al sitio de corte (oligo “comp), lo cual demuestra la especificidad de secuencia de
RepB. A partir de los resultados mostrados en este y en el anterior Apartado,
podemos concluir: i) RepB es capaz de actuar sobre ssDNA; u) la proteína no
requiere la generación de estructuras secundarias cuando el sustrato está en forma
monocatenaria; iii) RepB tiene actividad específica de secuencia, y iv) RepB reconoce
la siguiente secuencia consenso de 9 nt: 5’-TACTACR/HC-3’ (siendo R~ base púrica
y H = cualquier base excepto G).
Tabla 8. Especificidad del sitio de reconocimiento de RepB. Actividad de la proteína RepB sobre un
oligonucleótido de 23-mer que contiene la región ¡lic de pLSl (“oligo wt”), sobre oligos de 23-mer con los
cambios de base indicados (cajas) o sobre un oligo con la secuencia complementaria al oligo wt (“oligo
comp’). El porcentaje de actividad en cada caso se refirió al valor obtenido para el “oligo wt” (ver texto).
Oligo
wt
015/A
01 S/C
01 sir
Al 63
A1Ó/C
A16/G
CU/O
C17C18/GG
Comp.
E
c
Secuencio (5’-3’)
GGGGGGGaACTACG ¡ Accccccc
GGGGGGGaAaAc~¡ ACCCCCCC
GGGGGO0aAcTÁcS/ ACCCcccc
GGGGGGOaAcTAcB/ ACCCcccc
GGGGGGGCTACTACO ¡ flxccccc
GGGG000CTACTACG ¡ 3xccccc
OOGGGGGCTACTACG / ~cccccc
GGGGGGGcTACTACG ¡ ~ccccc
GGGGGOGCTÁCTACO¡ A~CCCC
0600000 cccccc
3aS3STACTACO ¡ A~aa~
TACTACO ¡ ACCCCCC~
1 CGTAGTAG
370C
100
41
<10
<lo
loo
64
<lo
<lo
<lo
<lo
<lo
140
Porcentoje de
450C
100
48
<10
<10
95
62
<lo
<lo
<lo
<lo
<lo
106
corte
600c
loo
30
<10
<lo
loo
66
<lo
<lo
<lo
<10
<lo
lo’
¡ coi’s<~’t-,s~s TAGTACR/I-IC
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En la replicación por el mecanismo RC, tras el corte y generación del extremo 
3’-OH mediado por la proteína iniciadora, se postula que la cadena parental iría 
siendo desplazada por una helicasa del huésped mientras que el ssDNA generado 
estaría cubierto por la proteína SSB. Dado que las proteínas Rep intervienen también 
en la reacción de cierre entre moléculas de ssDNA en la terminación de la síntesis 
de la hebra líder (Rasooly y Novick, 1993), quisimos saber si RepB sería capaz de 
reconocer y actuar sobre un oligonucleótido monocatenario cubierto por SSB y que 
contenga el sitio de corte de RepB. Para ello, se utilizó el oligonucleótido de 26-mer 
(S-GGGGCTACTACG/ACCCCCCCTATAGT-3’) marcado en su extremo 5’ y que 
contiene el sitio de corte de RepB (/). Se calculó que serían necesarios 42.6 ng de 
SSB para cubrir totalmente 1.26 pmol (10.6 ng) del oligo de 26-mer. Se utilizó tampón 
B con 10 mM MgCl,, si bien el tampón recomendado es algo diferente (50 mM Tris- 
SSB ++ 
RepB - + 
I I 
26 -mer -w 
rp - 12-mer 
Figura 47. Actividad de RepB sobre un oligonucleótido monocatenario en presencia de SSB. El oligo 
de 26-mer (S-GGGGCTACTACG/ACCCCCCCTATAGT-3’) marcado cn 5’ (1.26 pmol; 10.6 ng) se 
incubó con la proteína SSB (42.6 ng), durante 30 min a 20°C. Posteriormente, las muestras se trataron 
(+) o no (-) con RepB (137.5 ng), durante 30 min a 3PC, y se. paró la reacción con 0.6 @/PI de 
proteínasa K. Las muestras se analizaron en un gel 20% PAA nativo. Se indican los tamaños de las bandas 
observadas. 
ReasILudas 151
HC!, pH 7.8, 0.1 mM EDTA, 200 mM NaCí y 50% glicerol). Para cubrir el
oligonucleótido con SSB se preparó una mezcla inicial que contenía 5 pmol (42 ng)
del aligo de 26-mer y 170.6 ng de la proteína 8813, en un volumen de reacción de 10
pl. La mezcla se incubó durante 30 mm a 20~C y se repartió en 4 tubos: el tubo 1 se
incubó directamente durante 30 mm a 20”C, al tubo 2 se le añadió 20 mM MnCI2 y
se incubó 30 mm a 20
0C, y a los tubos 3 y 4 se les añadió 20 mM MnCI
2 y la proteína
RepB (137.5 ng). Las muestras se incubaron durante 30 mm a 37~C, y después el tubo
4 fue tratado con 0.6 ¡sg/pl de proteinasa K (lO mm a 370C). Como controles se
incluyeron muestras tratadas o no con RepB en ausencia de SSB. Tras añadir el
tampón de carga BXGE, las muestras se analizaron en un gel 20% PAA nativo. No
observamos ninguna diferencia entre las muestras tratadas o no con SSB, aunque se
pudo comprobar que RepB en presencia de SSB, mantiene su actividad sobre el
oligonucleótido de 26-mer, generando como producto de corte una banda visible de
12-mer (Fig. 47). Se puede concluir que, aunque la actividad de corte de RepB es
competible por heparina, RepI-3 sí es capaz de desplazar SSB para actuar
específicamente sobre su sitio de corte.
15. RepB NO PRESENTA ACTIVIDAD DETECTABLE SOBRE DNA
LiNEAL BICATENARIO
Hasta ahora conocemos la actividad de RepB sobre DNA plasmídico
superenrollado y sobre oligonucleótidos monocatenarios, lo cual nos permite apoyar
la hipótesis de que es necesaria la extrusión de H-I (que comprende la región nP: del
¿so de pLSI) para que la secuencia de corte (5’-TACTACG/AC-3’) de la proteína
RepB se exponga como ssDNA y pueda ser reconocida por RepB. Si esto fuese cierto,
la proteína RepB no presentaría actividad sobre DNA lineal bicatenario que contenga
la secuencia de corte, ya que en estas moléculas no se generan estructuras
secundarias. Igualmente, nos interesaba conocer si la proteína RepB actuaba siempre
en eJ mismo sitio sin que existiese variación alguna por la temperatura de incubación
(hay que recordar que RepB presentó su mayor porcentaje de actividad a 600C,
temperatura muy superior a la fisiólogica).
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En un primer ensayo se utilizó DNA de pMVI58 (1 ¡sg) que se mezcló con RepB
(86 ng), en tampón B y 20 mM MnCI2, en un volumen final de 10 pl. Se realizó una
incubación de 30 mm a 45 y ÓOOC. Las reacciones se pararon con proteinasa K y se
dializaron frente a tampón para [a digestión con Híndlll. Por otro lado, la misma
cantidad de DNA plasmidico (1 ¡sg) se digirió con f-IindlIl (este enzima presenta un
sitio único de corte en pMV158) durante 2 ti a 37’C. El enzima se inactivó por calor
y el DNA digerido se dializó frente a tampón B, siendo a continuación tratado con
RepB (120 ng) durante 30 tnin a 60”C. Esta reacción se paró con proteinasa K
durante 10 mm a 20”C. Se incluyeron como controles DNA de pMVI5S digerido con
J-findIll (DNA lineal 5.5 kb) y con Psfl (dos fragmentos de 1 y 4.5 kb). Tras la
digestión con RepB y/o con los enzimas de restricción, las muestras se precipitaron
con etanol y el precipitado se disolvió directamente en 5 ¡sí de una mezcla con 50 mM
NaOH y 1 mM EDTA, a la cual se le añadieron otros 5 ¡sí del colorante para geles
desnaturalizantes. Las muestras se analizaron por electroforesis en geles alcalinos de
agarosa, y el DNA se transfirió a membranas de nitrocelulosa. Los filtros se
hibridaron con DNA de pLSi linearizado con EcoRí y marcado con [~-32PjdCFP.Las
muestras tratadas con RepB y con HindUl deberían dar origen a tres bandas de
aproximadamente 1.5, 4 y 5.5 kb. No obstante, ya en el control no tratado con RepB
se observaron más bandas de las esperadas (Fig. 48A; calle 1). Estas bandas pueden
deberse a formas Fil generadas por la proteína Mob de pMV15S (complejos de
relajación pre-existentes y que copurifícarían con las formas FI), o quizás a la
existencia de un sitio semejante a la secuencia de corte de RepE alrededor de la
coordenada 3860 de pMVI5S (5’-AACTACGAG-3’). Si bien esta secuencia podría
estar en el lazo de una estructura secundaria, presenta una G en posición 17, la cual
no sería reconocida por RepB (Tabla 8). En cualquiera de los dos casos, se estarían
generando nuevas bandas en las muestras no tratadas con RepB. En las muestras
tratadas con RepB se observó una banda nueva con respecto al control, que
corresponde a la banda esperada de 1.5 kb (Fig. 48A; calles 2 y 3). Además, no se
observó actividad de RepB sobre DNA de pMVI58 linearizado con HindIII, ya que
las bandas detectadas aparecen en el control (Fig. 48A; calle 4). Para intentar evitar
alguna posible interpretación artefactual (bandas no esperadas), y como comprobación
de que RepB no actúa sobre DNA lineal, se repitió el ensayo usando DNA de pLSI
(Anwb, y sin la secuencia semejante al sitio dc corte), en condiciones similares a las
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Figura 48. Actividad de RepB sobre DNA lineal y análisis de los productos de reacción en geles de 
agarosa alcalinos. A. Muestras de DNA de pMV158 (1 pg) se incubaron con RcpB (86 ng) durante 30 
min a 4.5 (2) y 60°C (3). se dializaron frente a tampón HirtdIII y se sometieron a digestión con este 
enzima de restricción. Una de las muestras (4) se linearizó primero con HndIII, se dializó frente al 
tampón B y posteriormente, se. trató con RepB (120 ng) durante 30 min a 60°C. Como controles se 
utilizaron: pMV158/HindIII (1; DNA lineal 5.5 kb) y pMV158/&1 (5; fragmentos de 1 y 4.5 kb). Tras 
la digestión o el tratamiento con RepB, todas las muestras se precipitaron con etanol y se analizaron en 
un gel de agarosa al 0.8% alcalino (panel izquierdo). El DNA se transfirió a un filtro de nitrocelulosa y 
se hibridó con DNA de pLSl/EcoRI marcado con [a-32P]dCTP (panel derecho). Tras la digestión con 
HindIII, las muestras tratadas con RepB deberían dar origen a tres bandas (-) de aproximadamente 1.5, 
4 y 5.5 kb (ver texto). B. DNA de pLS1 (1 vg) se incubó con RepB (86 ng) a 37 (2), 45 (3) y 60°C (4), 
se dializó frente al tampón del enzima de restricción y se sometió a digestión con HindIII. Una de las 
muestras (5) se trató con RepB a úO”C, después de ser linearizada con HindIII. Las muestras se 
precipitaron con etanol y se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa alcalino a 4”C, con 
recircularización del tampón (panel izquierdo 
hibridó con DNA de pCGA7 marcado con [a- 3 
El DNA se translirió a un filtro de nitrocelulosa y se 
*P]dCTP. S e incluyó DNA pLSl/Hi~~dIII (1; DNA lineal 
4.4 kb) y pISl/PslI (6; fragmentos dc 1 y 3.4 kl>; sólo el fragmento pequeño puede hibridar con el DNA 
de pCGA7). Las muestras tratadas con RepB y digeridas con HindI darían lugar a tres bandas (-) de 
1.6,2.8 y 4.4 kb que pueden hibridar con pCGA7. Se comprueba que RepB no es capaz de actuar sobre 
DNA lineal (ver texto). 
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de pMV 158. En este segundo ensayo se incluyó, además, una muestra tratada con
RepB a 3’PC. La electroforesis se realizó a 4oC y con recircularización del tampón.
Tras la transferencia del DNA a una membrana de nitrocelulosa, se realizó una
hibridación con DNA de pCGA? marcado con IÁ-32P]dCTP como sonda (sólo hibridan
aquellos fragmentos que lleven las Horquillas 1 y II del dso de pLSIl). Se incluyó DNA
pLSil digerido con HindlIi (fragmento lineal de 4.4 kb) o con PstI (dos fragmentos de
1 y 3.4 kb, aunque sólo el fragmento pequeño puede hibridar con el DNA de
pCGA7). Las muestras tratadas con RepB y digeridas con HindII[ darían lugar a tres
bandas de 1.6, 2.8 y 4.4 kb; la banda de 2.8 kb hibridaría con 60 pb del pCGAY y la
banda de 1.6 kb podría hibridar con 130 ph del pCGAY. Los resultados obtenidos
(Fig. 48B) indican, en primer lugar, que RepB no es capaz de actuar sobre DNA
lineal, ya que no se observa ningún cambio de la muestra pLSI/HindIIl tratada con
RepB respecto al control no tratado (Fig. 488; calles 5 y 1, respectivamente). En
segundo lugar, comprobamos que RepB corta en el sitio adecuado a las tres
temperaturas ensayadas, ya que la variación que se observa en la intensidad de la
banda pequeña (de aproximadamente 1.6 kb) a las tres temperaturas, se corresponde
con el porcentaje de actividad que presenta RepB a cada una de esas temperaturas
(menor actividad a 37~C y mayor a 60~C>.
Aprovechando la capacidad de la proteína RepB para corlar oligonucicótidos
monocatenarios, se realizó un ensayo para confirmar que la proteína carece de
actividad sobre un oligo dsDNA que contenga su sitio de corte. El sustrato de RepB
se consiguió hibridando 0.3 nmol de! “oligo wt’ (23-mer: 5’-GGGGGGGCTACTAC
G/ACCCCCCC-3’) marcado en su extremo 5’-terminal con 0.9 nmol de un oligo con
la secuencia complementaria (oligo “comp”, 23-mer: 5’-GGGGGGGT/CGTAGTAGC
CCCCCC-3’) en presencia de 0.1 M NaCí, 10 mM Tris-HCI, pH 8.0 y 1 mM EDTA,
en un volumen final de 20 ¡sí. La mezcla se incubó durante 10 mm a 950C y el
anillamiento se realizó dejando enfriar lentamente hasta ta. Para comprobar que todo
el “oligo wt” estaba hibridado con el oligo “comp”, se analizaron muestras de los oligos
ssDNA y dsDNA, en un gel de 20% PAA en condiciones no desnaturalizantes. Se
pudo observar (Fig. 49A) que todo el “oligo wt” estaba hibridado con el
oligonucleóíido ‘comp” y que la forma bicatenaria del oligo de 23-mer migra más
lentamente que Ja forma monocatenaria. Una vez obtenido el sustrato dsDNA, se
A B C 
-w- --- - _ PI-mw- - --mm -D-1- 0- -P’-“md’ 
d%23-rc.r- * t,.“.r- * e- -2bnr” 
,**3-n.r- l I,.“.,- em - - - - - - - I,.“,r- - l 
Figura 49. Actividad de RepB sobre un oligonucleótido bicatenario que contiene la región kc del dso de 
pL.Sl. A. El “oligo wt” (23~mer: 5’-GGGGGGGCTACTACGACCCCCCC-3’) se hibridó con el “oligo 
comp” (23-mer: S-GGGGGGGTCGTAGTAGCCCCCCC-3’) dando como resultado un oligo bicatenario 
de 23 pb (“oligo ds”). Muestras del oligo ssDNA y dsDNA se analizaron en un gel 20% PAA nativo. Se 
observa que cl “oligo ds” migra más lentamente que cl ssDNA. B. Ensayos de actividad de RepB (28 
pmol) con 7.5 pmol de los oligos “wt”, “comp” y “ds” durante 30 min a 37, 45 y 60°C. La mitad de las 
muestras se analizó en un gel 20% PAA/S M urea. Se indica la posición de la banda de 15.mer, producto 
de la actividad de corte de RepB. C. Muestras de la actividad de RepB sobre los oligos “WV, “comp” y “ds” 
a 60°C se analizaron en un gel 20% PAA nativo. Sc puede observar que la banda que se originó tras cl 
corte de RepB en cl “oligo ds” (y que debería ser bicatenaria) migra a la misma altura que la banda de 
15.mer (monocatenaria) producto de la actividad de corte sobre cl “oligo wt”. 
realizaron ensayos de actividad con RepB, incubando 7.5 pmol de los oligos 
“wt”,“comp” y “ds” (oligo bicatenario) con 28 pmol de RepB, en tampón B con 20 mM 
Mn& en un volumen final de 90 ~1. Las muestras se incubaron durante 30 min a 37, 
45 y 6o”C, se trataron con proteinasa K y se precipitaron con etanol. La mitad de las 
muestras se analizó en un gel 20% PAA/8 M urea (Fig. 49B), donde se pudo observar 
cierta actividad de RepB sobre el “oligo ds” a 60°C y ninguna actividad sobre el oligo 
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‘comp’. Esta actividad residual de RepB sobre el “oligo ds” podría deberse a
desnaturalización parcial por incubación a 60~C. Por ello, la otra mitad de las
muestras tratadas con RepB a 60~C se analizaron en un gel 20% PAA nativo (Fig.
49C), lo que nos permitió comprobar que la banda originada por RepI3 sobre el “oligo
ds” (y que debería ser bicatenaria) migraba a la misma altura que la banda de 15-
mer (monocatenaria>, producto de la actividad de corte sobre el “oligo wt”. Por lo
tanto, se puede concluir: i) RepB es incapaz de digerir dsDNA en forma lineal, y u>
la actividad residual de RepB sobre el ‘oligo ds’ a 60~C, se debe a desnaturalización
parcial del oligo.
16. RepB TIENE ACTIVIDAD NUCLEOTIDIL-TRANSFERASA.
ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD DE CIERRE DE RcpB SOBRE
OLI.GONUCLEÓTIDOS
En apartados anteriores ya se ha demostrado que RepB es capaz de cortar
(produciendo formas FIl) y luego cerrar (generando formas FI’) DNA superenrollado,
lo cual nos sugiere que la proteína debe tener algún papel en la terminación de la
replicación plasmídica. Según el vigente modelo (Rasooly y Novick, 1993), la
terminación se produciría mediante un corte cntre la cadena parental<+) y la de
nueva síntesis, el cierre de la cadena nueva y la unión de los extremos de la cadena
(-) desplazada. Para saber si RepB era capaz de cerrar el corte previamente generado
sobre oligonucícótidos monocatenarios, se mezclaron dos oligos de diferente tamaño
(23-mer: 5’-GGGGGGGCTACTACG/ACCCCCCC-3’ y 26-mer: 5’-GGGGCTACTAC
G/ACCCCCCCTATAGT-3’), que contienen el sitio de corte de la proteína (/)
situado a distintas distancias de sus extremos. Ambos oligonucícótidos se marcaron
en su extremo 5’, y 1.26 pmol de cada oligo marcado se mezcló por separado con una
cantidad doble (2.52 pmol) del otro oligonucicótido sin marcar. Las mezclas se
trataron con dos concentraciones distintas de RepE (1.2 y 2.3 pmol) en tampón B y
20 mM MnCI2, en un volumen final de 30 4. Las muestras se incubaron durante 30
mm a las temperaturas de 37, 45 y 60
0C, se trataron con proteinasa K y se
precipitaron con etanol antes de ser analizadas en un gel 20% PAA/8 M urea. Si
RepB puede realizar una reacción de corte/cierre sobre los oligonucícótidos, se
detectará una nueva banda, que será el producto del intercambio de los extremos 5’
y 3’ generados tras el corte por RepB. Esta banda será de 2%mer cuando el oligo 
marcado sea el de 23-mer, y de 20-mer, cuando se utilice el oligo de 2ó-mer marcado, 
según se esquematiza en la Figura 50. Los resultados mostraron que, en ambos casos, 
se obtuvieron las bandas esperadas como productos de la actividad de corte/cierre y 
de intercambio de hebra de la proteína RepB sobre los oligonucleótidos (Kg. 50). 
Figum 50. Actividad nucleotidil-transr~erasa do RcpB. Oligo~~ucleó~idos de 23.mcr y 26-mer, clue contienen 
el sitio de corte de RepB en distinta posición, se marcaron eg sus extremos S-lerminal con la T4 PNK. 
Cada uno de los oligos marcados (1.26 pmol) se mezclb por separado con 2.52 pmol del 0110 oligo sin 
marcar, y SC trataron con dos concentraciones de RepB (1.2 y 2.3 pmol) durank 30 min a 37,45 y WC. 
Los productos de reacción se analizaron en un gel 20% PAA/X M urca. Si RcpB puede realizar una 
reacción de corto/cicrrc c intercambio de hebra entre ambos oligos, se debe generar una nueva banda 
en cada caso (de 29-mer cuando se usa cl oligo de 23-mer marcado, y de 20-mer, si el oligo marcado es 
el de 26-1~). 
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Para caracterizar con más detalle la actividad de cierre de RepB, se realizaron
otros ensayos que se describen a continuación:
a) 1.26 pmol del oligo IS-mer marcado en su extremo 5’-terminal (5’-
32pGGGGGGGCTACTACGou-3’; es decir, la mitad izquierda del sitio de corte de
RepB con su extremo pG-OH), se mezció con 1.26 pmo! del oligo 8-mer fosforilado
(5’-pACCCCCC%-3’; la mitad derecha del sitio de corte de RepB con su extremo
pAp). La mezcla se trató con dos concentraciones de RepB (1.2 y 2.3 pmol),
incubándose durante 30 mm a 37, 45 y 600C. Los productos se analizaron en un gel
20% PAA/ 8 M urea. Si RepB fuese capaz de unir covalentemente las dos mitades
de su región de corte, se debería generar una banda de 23-mer. No obstante, los
resultados no mostraron la aparición de una nueva banda de 23-mer (Fig. SIA). Por
tanto, concluimos que la reacción de corte del sustrato por RepB debe producirse
previamente a la reacción de cierre.
b) Se realizó un ensayo similar al anterior, en el que se incubó el oligo 8-mer
marcado (1.26 pmo!) con el oligo 15-mer fosforilado (1.26 pmol) y tres
concentraciones distintas de RepB (2.3, 4.6 y 9.3 pmo!). Como en el caso anterior, si
RepB pudiese unir las dos mitades del sitio de corte, se generaría una banda de 23-
mer (producto de la unión de ambos oligos). De nuevo, no se observó la aparición de
una banda nueva tras la incubación con RepB (resultado no mostrado).
c) Para comprobar que la reacción de cierre sólo se puede producir si RepB ha
cortado previamente su sustrato específico, se mezcló el oligo IS-mer marcado (1.26
pmol) con igual cantidad del oligo 26-mer marcado (5’-
p*GGGGCHTACTACG/ACCCCCCCTATAGT
00~3>; que contiene el sitio de corte
completo; p~ indica el fosfato marcado radiactivamente) y se trató con RepB (1.2 y
2.3 pmo!) a 37, 45 y 600C. El análisis de los resultados mostró que la actividad de
corte de RepB sobre el oligo 26-mor genera una banda de 12-mor. Además, se pudo
observar la aparición de una nueva banda de 29-mer, que sería producto de la unión
covalente del oligo IS-mer con la mitad derecha (14-mer) del oligo 26-mer, liberada
tras el corte de RepB en este oligo (Fig 5 IB).
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Figura 51. Análisis de la aclividad de cierre de RepB sobre oligonucle6tidos. Representaciones 
esquemáticas de los experimentos realizados y de los resultados esperados. Los extremos S-terminales 
marcados con la T4 PNK (*) o fosforilados (P) se indican en la gráfica. La mezcla de oligonucleótidos 
(2.52 pmol en total) fueron tratados (+) o no (-) con RepB (1.2 pmol) a las temperaturas indicadas. A. 
Se mezcló el oligo 15-mer marcado en 5’ (que contiene la mitad situada a la izquierda del sitio de corte 
y proporciona el extremo pG-OH) con el oligo 8.mer fosforilado (que contiene la mitad situada a la 
derecha del sitio de corte) y RepB. No se observó ninguna banda de. 23-mer como producto de la 
actividad de cierre. R. Se mezclaron los oligos 15-mer y 26-mer marcados en 5’ con RepB. La actividad 
de corte de RepB sobre el oligo 26-mer genera una banda de lZmer, y aparece una nueva banda de 29- 
mer como producto de la unión covalente del oligo 15-mer con la mitad derecha (1Cmer) del oligo 26- 
mer. C. La mezcla de los oligos 26-mer y S-mu marcados en sus extremos 5’ se trató con la cantidad ya 
mencionada de RepB. Si la proteína fuese capaz de unir cl oligo S-mer (con la mitad derecha del sitio 
de corte) con la mitad izquierda (U-mer) del oligo 24.mer generada tras el corte por RepB, se generaría 
una nueva banda de 20mer. No se detectó ninguna banda de 20-mer. 
d) Se repitió el ensayo anterior utilizando dos oligos de 1%mer con una secuencia 
distinta a la consenso, en los que se conservó o no, el extremo pG-OH situado a 3’ 
del sitio de corte: “oligo 15-G” (5’-p”TCTGCAATCGTCGTG,,-3’) y “oligo 15-T’ (5’- 
p*TCTGCAATCGTCG’IT,,-3’). Las reacciones se realizaron con una cantidad doble 
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de oligos y proteína, respecto al apartado anterior, ya que el marcaje en 5’ fue muy
poco eficiente. En cualquier caso, se pudo comprobar así que RepB también es
específica de secuencia en su actividad de cierre (resultado no mostrado).
e) 1.26 pmol de los oligos 8-mer y 26-mer marcados en sus extremos 5’, se trataron
con dos concentraciones de RepB (1.2 y 2.3 pmol). Las mezclas se incubaron a 37, 45
y 600Cy se trataron como en los ensayos anteriores. Si la proteína fuese capaz de unir
el oligo 8-mer (mitad derecha del sitio de corte) con la mitad izquierda (12-mer) del
digo 26-mer generada tras el corte por RepB, se detectaría una nueva banda de 20-
mer. No obstante, se se puede observar (Fig SiC) que sólo se originó la banda de 12-
mer (producto de] corte del elige 26-mer).
Los resultados obtenidos en estos ensayos nos permiten concluir: 1) RepB sólo
presenta actividad de cierre cuando el 5’-fosfato necesario para el cierre ha sido
previamente generado por la proteína, y-ii> esta reacción sólo se produce si el extremo
3’-OH conserva la secuencia 5’-TACTACG
0~-3’ reconocida por RepB. Pensamos que
la reacción de corte mediada por RepB libera un 5’-fosfato “activado” situado a 3’ del
sitio de corte (ver Discusión).
17. LA UNIÓN DE RepB A DNA NO PARECE ESTAR MEDIADA POR
INTERMEDIARIOS COVALENTES ESTABLES
Una vez establecidos los parámetros necesarios para imitar in í-ltro las reacciones
de iniciación de la replicación de pMV 158, consideramos importante para este trabajo
el analizar la naturaleza del enlace existente entre la proteína RepB y su DNA
sustrato. Las dos únicas proteínas Rep de plásmidos que replican por el mecanismo
de replicación RC, caracterizadas hasta la fecha, RepC (pTlSl) y RepD (pC221),
generan intermediarios covalentes proteína-DNA. El mismo tipo de enlace se ha
descrito para la proteína GpA del fago ~Xl?4, y para varias proteínas Tra. Con el fin
de determinar la posible unión covalente de la proteína RepB al DNA, se realizaron
varios ensayos para aislar ese tipo de intermediarios, que se generarían durante la
reacción de corte.
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17.1. Precipitación de complejos proteína-DNA
Este ensayo se basó en la precipitación de complejos SDS-proteína y SDS-
proteina-I)NA (o RNA; si la unión proteína-ácido nucleico es covalente) mediada por
iones Kt (Waters el al; 1991>. Para realizar este ensayo se incubó DNA de pLSI (1
¡sg) con RepB (86 ng), en tampón B y 20 mM MnCI
2. Se prepararon tres muestras que
se incubaron durante 30 mm a 37, 45 y 60
0C, respectivamente. Como control se usó
una muestra no tratada con RepB que se incubó durante el mismo tiempo a 450C (por
elegir una temperatura de actividad intermedia). En cada caso, la reacción se paró por
adición de 1% SDS y 10 mM EDTA, incubándose 10 mm a t.a. Después se ajustó la
concentración de KCI hasta una molaridad final de 100 mM y se realizó una
incubación de 20 mm a OOC. Las muestras se centrifugaron, recogiéndose tanto el
precipitado como el sobrenadante. El precipitado se disolvió en el mismo volumen de
los sobrenadantes (30 pl) con TE (10:1), se separé una alícuota de 4 ¡sí y se trató con
1 ¡sg/¡sl de proteinasa K. A los productos de reacción se les añadió tampón de carga
BXGE, ‘ajustándose el pH de las muestras correspondientes a los sobrenadantes con
Tris-base. Los productos se analizaron, inmediatamente, en un gel de agarosa (0.9%
en TBE y 0.5 ¡sg/ml de EtBr). No se observó el aumento de formas Fil esperado en
el precipitado de las muestras, donde supuestamente se encontrarían los complejos
K~-SDS-proteína-DNA (Fig 52A). Con una modificación a este método, que consistía
en parar las reacciones con 1.5% SDS y lO mM EDTA y una incubación de 10 mm
a 75~C, obtuvimos un resultado similar. Sin embargo, se eliminó el calentamiento de
las muestras porque se observó la aparición de formas desnaturalizadas del DNA.
17.2. Captura de complejos proteína-DNA
Uno de los ensayos se basó en la captura de complejos covalentes proteína-DNA
en la interfase agua-fenol y su detección como bandas retardadas en un gel tras la
digestión con un enzima de restricción adecuado (Pansagrau u al, 1990). Para ello,
se incubó DNA de pMVi5S (700 ng) con RepB (45 ng), tampón B y 20 mM MnCI
2
(volumen final, 30 ¡sí), durante 30 mm a 600C. La reacción se paró con SDS al 2.5%,
incubándose 5 mm a 37~C. Se añadió tampón TE (10:1) hasta un volumen final de lOO
pl y se realizó una fenolización con un volumen de una mezcla fenol:cloroformo (1:1).
Sc separaron la fase superior (fase acuosa) y la interfase. La fase superior se llevó a
un volumen de 210 ¡sI con TE (10:1) y se precipitó con etanol. La interfase se llevó
a un volumen final de 300 ¡sí con ‘l’l? (10:1), se dializó frente a 300 ml de una solución
5 
3.8 
2.8 
C 
- 
Pi~nri~ 52. RepB no parece generar inlcrmcdiarios covdentes estables tras SI, activi<lad <le corte sobre 
DNA supercnrollatlo. A. DNA <le @SI. tralad” con RcpB SC incub6 C”H SDS (1%) y 10 mM EDTA, 10 
min a t.a. y se prccipitú con 100 mM KCI, tlurente 20 min a 0°C. Los prccipitatlos fwxon tratados( +) o 
no(-) con proleinnsa K (1 pg/pl). Sc inchy6 un control sin proteína que fuc incubntlo a 45°C. 1%. DNA 
de pMV158 SC incubó con RcpB duranle 30 min a ,GO”C, SC trat6 con 2.5% SDS durante 5 min n 37°C 
y sc Cmoliz6. Se scparnron la Case acuosa y Iu interfasü, y se digiricroo con Pd. Con una flecha SC indica 
la posición del fmgmcnto Psi1 B de 105G pb, q”c contiene el dso CIILCI’O del plhmitlo. C. DNA de pLS5 
SC incubó con RcpB a 37, 45 y GO’C; una cuarta parte de las m~cstras de dializb frente al tampón de 
Fru4HI (D) y el ralo se precipitó con etanol (P), Las ~wcstras prccipitatlu, se separaron en tres grupos: 
cl primer grupo SC digirió directamente con Fmt4HI; el scgmdo grupo SC lrató con proteinasa K (12.5 
j&~l) y 0.28% SDS, d~ranle 1.0 min B t.a., SC fenoliz6 y prccipil6 BII~CS de Ia digcsti611 COII F~rl41-II; por 
último, el tercer grupo SC trató con protcinasa K (125 &ml) y 0.28% SDS durante 30 min a OT, SC 
fenolizó, precipitó y digirió cm Fmr41-11. MWS: ~nercador tlc peso 111oIccu1ar. 
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con 20 mM Tris-HO pH 8.0, 1 mM EDTA y 250 mM KO y se precipitó como en el
caso anterior. El DNA precipitado se disolvió directamente en el tampón de digestión
con Pstl y se digirió con este enzima durante 2 h a 370C. Las muestras se analizaron
en un gel de agarosa (0.8% en TBE y 0.5 ¡sg/ml de EtBr), ajustando las
concentraciones de DNA de las muestras digeridas con FMI, con respecto a las no
digeridas. Antes de I’a digestión, se pudo observar que la cantidad de formas Fil y FI’
en la fase acuosa fue aproximadamente cinco veces superior a la encontrada en la
interfase y en el control sin proteína (Hg. 52B). No se observó ningún retraso en la
movilidad electroforética del fragmento de 1056 ph que contiene el ¿so de pMVISS,
como era de esperar si la proteína RepB se mantuviese unida covalentemente al
DNA. Se realizaron algunas modificaciones a este método, como por ejemplo: parar
la reacción con proteinasa K o digiriendo directamente las muestras tratadas con
RepB, realizando diálisis de las interfases en filtro, análisis electroforético en
presencia de 0.1% SDS o digiriendo con otros enzimas de restricción (como Pnu4Hl)
para obtener un fragmento más pequeño. En todos los casos, se obtuvo un resultado
similar.
17.3. Retardo de fragmentos de restricción
En este caso se siguió el método descrito por Koepsel et al (1985), que consiste
en tratar las muestras con la proteína en cuestión y parar la reacción con proteinasa
K y SDS, digerirías con el enzima adecuado y observar los intermediarios covalentes
como bandas retardadas en el gel. Para este ensayo se incubé DNA de pLSS
(derivado de pLSI que carece de la Horquilla III y del RNA 1) (2 ¡sg) con la proteína
RepB (351 ng) en tampón B y 20 mM MnCI
2, durante 30 mm a 37, 45 y 60’C. Se
incluyó un control no tratado con RepB, que se incubó a 37%? en las mtsmas
condiciones anteriores. Un cuarta parte de las muestras se dializó frente al tampón
de digestión con Fnu4HI y el resto se precipitó directamente. Las muestras
precipitadas se repartieron en tres grupos: el primer grupo se digirió directamente
con Fnu4HI durante 2 ti a 3TC; el segundo grupo se trató con 12.5 ¡sg/ml de
proteinasa K y 0.28% de SOS, durante 10 mm a t.a., y luego fue sometido a extracción
con fenol y precipitación con etanol, antes de llevar a cabo la digestión con Fnu4I-II;
y para el tercer grupo se siguió un tratamiento similar al del segundo, pero
aumentando 10 veces la cantidad de proteinasa K (125 ¡sg/mí) y realizando una
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incubación de 30 mm a WC, antes de la extracción con fenol. El volumen final de
reacción se repartió en dos tubos y la mitad de las muestras se analizó en un gel 5%
PAA en tampón TAE, en condiciones no desnaturalizantes. Tras la digestión con
Fnu4Hl se obtiene un fragmento de 172 pb que contiene la región nic del dso de la
familia de pLSl, de modo que los intermediarios covalentes RepB-DNA darían lugar
a un retardo de este fragmento. Tal retardo no se observó en las condiciones
ensayadas (Fig. 52C). La otra mitad de las muestras se analizó en un gel de agarosa
alcalino y, tras la clectroforesis, el DNA se transfirió a una membrana de
nitrocelulosa y se hibridó con DNA de pCGA7 marcado con [&-22P]dCTP.Usando el
plásmido pCGA7 como sonda sólo podrán hibridar aquellas bandas de DNA que
contengan la región nie del origen de pLSl. No se observó ninguna banda que pudiese
corresponder a un retraso electroforético de la banda de 172 pb (que contiene la
región nic y tras el corte producido por RepB daría origen a dos fragmentos de 58
y 114 pb) (no mostrado). Se realizó otro ensayo usando DNA de pLSI, donde se
incluyó una muestra en la que se suprimió la precipitación inicial con etanol. Tras la
digestión con Enu4HI se obtuvieron los mismos resultados: no se observó ningún
retraso en la migración electroforética del fragmento que contenía la región nie del
origen (en este caso se trataba de un fragmento de 505 pb que contenía el ¿so entero)
(no mostrado).
17.4. Retardo de oligonucleétidos
Por último, se intentaron visualizar los complejos proteína-DNA covalentes a
través de un ensayo basado en la migración electroforética retardada de complejos
covalentes proteína-oligonucleótidos (Pansegrau «tal, 1993). Como RepB es capaz de
reconocer y actuar sobre oligos monocatenarios que contienen su sitio de corte, se
diseñó un experimento para saber si, tras la actividad de RepB, se generan
intermediarios covalentes RepB-DNA. Para ello, se marcó el ‘oligo wt’ de 23-mer (5’-
GGGGGGGCTACTACGACCCCCCC-3’) en su extremo 3’-íerminal con la
transferasa terminal y [a-3tjddATP. El “oligo wt” marcado (3.75 pmo!) se incubó con
tres concentraciones de RepB (5.5, 13.9 y 27.8 pmol; que corresponden a una relación
DNA:proteína en moléculas de 1:1.5, 1:3.7 y 1:7.4, respectivamente) en tampón B y
20 mM MnCI
2, en un volumen de 90 pl. Las muestras se prepararon por triplicado y
se incubaron durante 30 mm a 37, 45 y 60%?; los productos de reacción se trataron
G,A 
Figura 53. Interacción de RepB con un oligonucleótido marcado en su extremo 3’. El oligo “wt” [S- 
GGGGGGGC.TACTACG/ACCCCCCC-3’. donde (/) d’ m oca el sitio de corte de RepB; 3.75 pmol] 
marcado en su extremo 3’, se incubó (+) o no (-) con RepB (13.9 pmol) a 37, 45 y 60°C. Los productos 
de reacción se trataron con proteinasa K y se analizaron en un gel de PAA al 20%/8 M urea. Como 
control de tamaño se utilizó una mezcla de un oligo X-mer (S-ACCCCCCC-3’) marcado en 3’, fosforilado 
o no. Los productos de reacción con RcpB migran a la altura del oligo S-mu fosforilado. En la parte 
superior se muestra una representación del experimento realizado. Si se hubiese generado un 
intermediario covalente péptido-DNA, se observaría una banda retardada respecto a la posición del oligo 
S-mu fosforilado libre de proteína. 
con 215 pg/ml de proteinasa K durante 20 min a 37°C. con el fin de dejar sólo un 
pequeño péptido unido al DNA, en el caso de que se generase un complejo covalente 
RepB-DNA. Las muestras se llevaron a un volumen final de 120 ~1 y se precipitaron 
con etanol. El precipitado se disolvió directamente en el tampón de carga BXF y los 
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productos se analizaron en un gel 2O~/o PAA/8 M urea. Como control de tamaño se
utilizó el oligonucleótido 5’-ACCCCCCC-3’ (8-mer) fosforilado o no en 5’ y marcado
en su extremo 3’. Tras la exposición autorradiográfica del gel, sólo se detectaron las
bandas correspondientes a los oligos de 8-mer (fosforilado o no) y 23-mer. Los
resultados mostraron que las bandas originadas tras la actividad de RepB migraron
a la altura del oligo de 8-mer fosforilado (Fig. 53). Estos serían los productos
esperados si no hubiese una unión covalente péptido-DNA.
17.5 Unión proteína-DNA en filtros
Como todos los ensayos realizados hasta el momento para detectar intermediarios
covalentes RepB-DNA resultaron negativos, se realizaron ensayos de unión en filtro
(de la Campa a al, 1990) con el fin de conocer la naturaleza y estabilidad de los
complejos proteína-DNA generados por RepB. En estos ensayos se incubaron 3.75
pmo] del “oligo wt’ marcado en su extremo 3’ con 5.6 pmol de RepB (relación
DNA:proteína en moléculas de 1:1.5) durante 5 mm a 60%?, en tampón B y 20 mM
MnCI2, en un volumen final de 90 pl. La reacción se paró en hielo con 900 ¡sí del
tampón L frío (20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, 20 mM KCI, 5 mM ~T)
suplementado con 50 mM EDTA. Los productos de reacción se pasaron a través de
filtros de nitrocelulosa de 0.45 ¡sin, previamente lavados con el tampón L y con un
exceso de un oligonucleótido inespecífico (así se consiguió reducir el nivel de unión
inespecífica de ssDNA al filtro). A continuación, se realizaron lavados con el tampón
L suplementado con distintas concentraciones de KCI (0.02 a 1 M), de NaCí (0.02 a
1.5 M) y de SDS (0.5 a 1.5%), o bien con tampones preparados a distintos pH (7.0
a 9.5>. Se calculó el porcentaje de radiactividad retenida en los filtros (Fig. 54A),
tomando con valor 100 las cpm retenidas en el filtro lavado con el tampón L
preparado en condiciones normales (pH 8.0 y 0.02 M KCI). Se pudo observar que los
complejos RepB-DNA son muy sensibles a la concentración de SDS, lo cual indicaría
la existencia de complejos no covalentes. Asimismo, se observó cierta sensibilidad
frente a concentraciones altas de sal, lo que indica la existencia de interacciones
electrostáticas entre la proteína y el DNA. Variaciones del pH en el tampón de
lavado, por encima del punto isoeléctrico de RepB (valor determinado en 8.8; Fig.
5413) también redujeron la cantidad de DNA unido a RepB. Dado que a valores de
pH superiores a su punto isoeléctríco, la proteína presenta carga negativa, este ensayo
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sugiere que los aa cargados positivamente son importantes en el tipo de interacción
que se produce entre RepB y el DNA.
Los resultados de este Apartado sugieren fuertemente que la unión de RepB al
DNA se produce a través de un enlace fosfodiéster transitorio, como sucede con la
proteína gpII del fago fd (Meyer y Geider, 1979) o bien a través de una unión no-
covalente, en la que son importantes las interacciones electrostáticas y los aa cargados
positivamente.
18. ANÁLISIS DE LA QUIRALIDAD DELFOSFATO QUE INTERVIENE
EN LA UNIÓN DE LA PROTEÍNA RepB AL dso DE pLSl.
Hasta el momento, todos los ensayos realizados para capturar algún intermediario
covalente RepB-DNA resultaron negativos, lo que nos hacía suponer que la proteína
se unía a su diana a través de una unión no-covalente o mediante un enlace covalente
transitorio que impedía capturar los intermediarios proteína-DNA de la reacción
mediante los métodos convencionales. Esta cuestión no es trivial, dado que: i) las
proteínas Rep de pTl8l y de pC221 (las únicas otras dos proteínas Rep de plásmidos
con replicación RC purificadas) se unen covalentemente a DNA, y ji) esta unión
covalente justifica una característica esencial de las proteínas Rep de los plásmidos
y es que, a diferencia de lo que ocurre en colifagos, no deben ser reutilizadas para
evitar sobre-replicaciones (Rasooly y Novick, 1993). Por todo ello, surgió la idea de
estudiar la quiralidad de fosfato que interviene en la unión de la proteína RepB al
dso de pLSi. La reacción de corte del DNA mediada por RepB, que no requiere
cofactores de alta energía, se basa en un mecanismo de transesterificación del tipo
(cambio del grupo O-alquilo):
RCOOR’ + R”OH Ht o GR RCOOR”+ R’OH
Si la reacción de transferencia de hebra ocurre vía un intermediario covalente
proteína-DNA (como ocurre para la proteína Int del fago A y para las DNA
topolsomerasas), la energía de enlace se conserva durante la transferencia y se
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requieren como mínimo 2 pasos de transesterificación (con 2 pasos de rotura de
enlace y 2 pasos de unión). En cambio, si la reacción no implica un intermediario
covalente proteína-DNA, la reacción de transposición se producirá a través de un
único paso de transesterificación (como ocurre con la transposición del fago Mu;
Mizuuchi y Adzuma, 1991). En este caso, los átomos de oxígeno en 3’ del DNA
donador pre-expuesto a la transposasa, pueden ser usados directamente para e! ataque
nucleofílico del fosfato del DNA diana y se produce el corte y la unión
simuitáneamente. Para conocer si la transferencia de DNA ocurre en 1 ó 2 pasos de
transesterificación, se debe estudiar la estereoquímica del fosfato implicado en la
reacción. Para ello, se requiere que este fosfato sea quiral, lo cual se consigue
substituyendo uno de los oxígenos que no forman parte del enlace fosfodiéster, con
un átomo de azufre (derivado fosforotioato). Los dos diasteroisómeros
(configuraciones R~ y S~; Eckstein, 1985; Fig. 55A) se pueden separar por
cromatografía en HPLC, en dos picos de distinta migración: el pico de migración más
rápido contiene la forma S~, mientras que el más lento corresponde al diasteroisómero
R~ (Mizuuchi y Adzuma, 1991; Fig. 55B). Una vez separados los dos diasteroisómeros,
la configuración R~ o S~ se puede distinguir por digestión con las nucleasas Pl (que
deja 5’-P y digiere preferentemente enlaces R~-fosforotio) y PDE (que deja 5’-P y
digiere enlaces S~-fosforotio). Como en cada paso de transesterificación se invierte la
quiralidad del fosfato, si la reacción se produce con 2 (o un número par) pasos de
transesterificación (a través de un intermediario covalente) se mantiene la
configuración R~ o S~ del fosfato quiral. Si, por el contrario, la reacción ocurre en un
único paso de transesterificación (a través de una unión no covalente), la quiralidad
del fosfato se invierte (Mizuuchi y Adzuma, 1991; Hanai y Wang, 1993).
El experimento que se diseñó inicialmente (Fig. 56) se basaba en la construcción
de un oligonucleótido con la secuencia de corte de la proteína RepB y que llevase un
fosfato quiral en la posición del fosfato impiicado en la unión proteína-DNA (5’-
TpGpGpGpGpGpGpGpCpTpApCpTpApCp*G p5ApCpCpCpCpCpCpCpA~-3’;donde
p* indica un fosfato marcado radiactivamente con b-32P]dATP y p5, representa el
fosfato quiral situado entre los nt G/A donde se produce el corte). La síntesis química
del oligonucícótido de 9-mer GP5APCPCPCPCPCPCPCOH-3’ y la separación de los
dos do-derivados (configuración R~ y S~) se llevé a cabo en el laboratorio del Dr.
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Figura 56. Diagrama explicativo para la construcción del oligo sustrato (5’-
TPGPGPGPGPGPGPGPCPTPAPCPTPAPCP*GPSAIJCPCPCPCPCPCPCPA>J~3’ mediante la ligación de
los oligos quirales (9-merz 5’-Gp
5ApCp pCpCpCp p%~-3’), con cl grupo -OF] en 3’ bloqueado con
ddATP, y el oligo IS m (5’-TpGpGpCpGpGpGpGpCpTpApCpTpApC
0~-iV) con la T4 RNA ligasa.
Se indica la secuencia y tamaño de los oligos de partida y de los oligos producto, así como la posición del
fosfato quiral (PS) o marcado radiactivamente (p
t).
Ramón Eritja. 1-lay que señalar que para poder separar los dos diastercoisómeros, la
síntesis del oligo se debe parar tras la adición dcl tu con el fosfato quiral. Se
comprobó la configuración de los dos diastereoisómeros (R~ o 8) mediante digestión
con las nucleasas Pl o PDE. Ambos tio-derivados se marcaron en sus extremos 5’ con
la 14 PNK y [C2P]dATP y se les bloqucó el grupo -OH en 3’ usando ddATP y la
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transferasa terminal. Como resultado se obtuvo el oligonucleótido 5’-
p*GPSApCpCPCpCPCPCpCPAH.3’, con cada uno de los tioderivados. Por otro lado,
se sintetizó el oligo de IS-mer: 5’-TpGpGpGpGpGpGPGpCPTpApCpTpApQH-3’ y
se realizó una ligación de ambos oligonucícótidos usando la T4 RNA ligasa (Brennan
et al, 1983). Para realizar la ligación se preparó una mezcla con 300 pinol de oligo tio-
derivado marcado en su extremo 5’ (donador-P, 30 pM de concentración final), 1.2
ninol del oligonucleótido 15-mer (aceptor-OH, 120 gM de concentración final), 0.15
nmol de ATP (15 pM), 1 mM fosfocreatina pH 9.0 y 2 mM espermina pH 7.9. Esta
mezcla se llevó a sequedad en una bomba de vacío y luego se añadió el resto de los
componentes: 5<) mM HEPES-NaOH pH, 7.9, 10 ¡sg/ml BSA, 20 mM DTT, 175 u/ml
de creatina-fosfato-quinasa, 170 u/ml de adenilatoquinasa, 10 mM MnCl2 y 50 u de
T4 RNA ligasa, en un volumen final de 10 pl. La reacción se incubó a 8%? durante
5 días y cada día se tomaron alícuotas de 2 ¡sI. Las muestras se analizaron en un gel
24% PAA/8.3 M (50%) urea. No se observó una banda de 24-mer (que sería el
resultado de la ligación del tio-derivado de 9-mer y del oligo IS-mer), sino que todas
las muestras (incluido el control) presentaban numerosas bandas, que se atribuyen a
estructuras complejas adoptadas entre ambos oligos debido al alto porcentaje de G
y C que contienen (resultados no mostrados).
Debido a las bajas eficiencias de ligación, se disefió un segundo experimento (Fig.
57), usando en este caso la secuencia del plásmido pFX2 (con un sitio de corte para
RepB idéntico al de pLS1) para sintetizar los oligonucleótidos quirales de 9-mer (5’-
GP
5ApCpCpCpCpCpCPAQH-3’) y no quirales. Estos últimos se denominaron: pFX, de
14-mer (5’-TPGPCPTPTPCPCPGPTPAPCPTPAPCOH-3’), pFX
2 de 9-mer (5’-GpApCpCp
CpC’.pCpCpA<-»-3’) y pFX~ de 24-mer (5’-ApApGpCpGpApApTpTpTpTpCpCpTpTpCp
CPGPTpApCpTpApC0H-3’). La construcción del oligonucleótido sustrato de RepB (23-
mer), producto de la unión de los oligos tio-derivados fosforilados (30 pmol) y del
oligo pFX, (15 pmol) se realizó con T4 DNA ligasa y DNA desnaturalizado de pFX2
como molde (15 pmol). La reacción se realizó con exceso de los oligos tio-derivados
para aumentar la probabi]idad de que el oligo pFX1 se hibridase a moléculas de pFX2
que tuviesen ya anillado el oligo quiral. Para comprobar el éxito de la ligación, se
marcó una alícuota (— 1 pinol) con T4 PNK, [‘-y-32P]dATPy 50% [)MSO, y se analizó
en un gel 20% PAA/8 M urea (Fig. 58). Por otro lado, se anilló el oligo pFX
3 (15
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Figura 57. Diagrama del experimento realizado para obtener el oligo susuato, resultado de la ligación de
los oligos quirales (9-mer; 5’-Gp
5ApCpCpCpCpCpCpA
0~-3’) al oligo pFX1 de 14-mer (5’-
TpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApC00-3’) y para la polimerízacíon del oligo pFX. de 24-mer (5-
APApGflc~GpAPAPTPTPTPTPGPcP’rflTPcPcPGPTPAflcPTPAPcQ>3-3’) coo í&ií2Fíw;TP mediante
cl anillamiento de los oligonucícótidos a DNA de pFX2. Se indica la secuencia y tamaño de los oligos de
partida y de tos o!igos producto, así como la posición del fosfato quiral (p
0) o marcado radiactivamente
(p*).
pmol) con DNA desnaturalizado de pFX2 (15 pmol) y mediante la Y7 DNA
polimerasa se incorporó [a-22PIdGTP(o dGTP) en su extremo 3’, obteniéndose como
resultado un oligo de 25-mer con el nt O del sitio de corte marcado radiactivarnente
(pFX
3-G). En este caso, se comprobo la eficiencia de polímerizacion tomando una
alícuota de 0.5 ¡sI y calculando el porcentaje de cpm incorporadas frente al valor de
cpm total (ver Materiales y Métodos>. EJ porcentaje de moléculas polimerizadas (que
Figura 58. Análisis de los productos de la reacción de ligación de los oligos quirales (9-mer; 5’- 
GpSApCpCpCpCpCpCpAoH-3’) fosforilados y del oligo pFX (lrl-mer; 5’- 
T~G~CPT~T~C~CPG~T~A~C~T~A~C,,~-~’) y de la reacción de polimerización del &onucleótido pFX 
(24-mer;5’-ApApGpCpGpApApTpTpTpTpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApCo,-3’)y[o-32P]dGTPcon 
la T7 DNA polimerasa, antes y después de la puriticación usando los microconcentradores Microcon 100 
y Microcon 3. 
habían incorporado dGTP) fue del 39%. Como existía la posibilidad de que la T7 
DNA polimerasa hubiese incorporado varios dGTP al extremo 3’ del oligo, se realizó 
una extracción con fenol y una precipitación con etanol, para analizar otra alícuota 
en un gel 20% PAA/8 M urea y comprobar así que se había incorporado un sólo 
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dGTP al oligo de 24-mer (pFX3), obteniéndose por tanto, una banda de 25-mer
mayoritariamente (Fig. 58). La eliminación del DNA molde de pFX2 se llevó a cabo
pasando las ¡nuestras, previamente diluidas y desnaturalizadas por calor, por un
microconcentrador Microcon 100, donde los oligos o nt no incorporados se
recuperaban en el filtrado. Este filtrado se pasó igualmente por el Microcon 3, para
la eliminación del nt no incorporado y del oligo quiral (9-mer) no anillado.
Lamentablemente, se comprobó que los oligos de 23-mer (resultado de la ligación de
los tio-derivados y del pFX,) y de 25-mer (pFX3-Gt) no eran retenidos en la
membrana y también pasaban al filtrado. Por ello, en repeticiones de este
experimento, se eliminó la centrifugación usando el Microcón 3 y se secó el filtrado
del Microcon lOO en una ‘Speed-Vac’, evaporando el agua a vacío. De todas formas,
las pérdidas de las moléculas sustrato obtenidas superaron el 85%.
Una vez obtenidos los oligonucícótidos sustrato: oligo 23-mer (producto de la
ligación de los tio-derivados y de pFX,) y oligo de 25-mer (pFX
3-G’9, se realizó una
incubación con RepB, en condiciones de corte/cierre para permitir el intercambio y
unión del oligo pFX3~G* con la mitad quiral del oligo sustralo de 23-mer,
obteniéndose entonces, un oligo de 33-mer marcado con un fosfato interno (5’-
ApApGpCpG pApApTpTpTpTpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApCp*Gp
5ApCpCp
CpCpCpCpA
0~-
3’). Para ello, se incubaron aproximadamente 0.62 pmol del oligo
pFX
3~G* y del oligo pFX3-G (polimerización realizada con dGTP no radiactivo) con
el oligo quiral sustrato de 23-mer y dos concentraciones distintas de RepB (0.6 y 1.9
pmol), durante 20 mm a 450C. Las muestras se trataron con proteinasa K (125 ¡sg/mí)
y se precipitaron con etanol. Se analizó una alícuota de cada muestra en un gel 20%
PAA/8 M urea y se pudo observar la aparición de una banda tenue de unos 33-mer,
producto de la unión del oligo pFXvG* de 25-mer con la mitad de 8-mer, producto
del corte del oligo de 23-mer quiral (Fig. 59B). Como control de actividad se realizó
un ensayo paralelo con el oligo 26-mer marcado (5’~p*GGGGCTACTACG/ACCC
CCCCTATAGT-3’; 0.62 pinol) y una mezcla del oligonucleótido 15-mer (5’-
GGGGGGGCTACTACG-3’) marcado en 5’ (0.62 pinol) o no (0.62 pmol), con tres
concentraciones de la proteína RepB (0.37, 0.75 y 1.5 pinol), y una incubación de 20
mm a 450C, Las muestras también se analizaron en un gel 20% PAA,/8 M urea,
Figura 59. Actividad nucleotidil-transferasa de RepB sobre oligonucleótidos quirales. A. El oligo 2&ner 
marcado (S-GCGGCTACTACC/ACCCCCCCTATAGT-3’; 0.62 pmol) y una mezcla del oligo 15~mer 
(5’~GGGGGGGCTACTACG-3’; 0.62 pmol) marcado o fosforilado, se incubaron con tres concentraciones 
de RepB (0.37, 0.75 y 1.5 pmol), durante 20 min a 45°C. Los productos de reacción se analizaron en un 
gel 20% PAA/S M urea. R. Una mezcla del oligo pFX,-G* (25-mer: S-ApApGpCpGpApApTpTpTpTpGp 
CpTpTpCpCpGpTpApCpTpApCp*C$3’; -0.62 pmol) y oligo pFX,-G (-0.62 pmol; poEmerizaci6n 
realizada con dGTP no r<diactivo) se Incubó con el oligo quiral sustrato de 23.mer (S-TpGpCpTpTpCpC 
pGpTpApCp~pAp~pGp ApCpCpCpCpCpCpA,,-3’) y dos concentraciones de RepB (0.6 y 1.9 pmol), 
durante 20 mm a 45 C. Se analizó una alícuota de cada muestra en un gel 20% PAA/S M urea y se pudo 
observar la aparición de una banda tenue de aproximadamente 33-mcr (producto de la unibn del oligo 
pFX,-G* de 25-mer con la mitad de 8-mer, producto del corte del oligo de 23.mer quiral). 
observándose una banda de 29-mer, producto de la unión del oligo de 15-mer a la 
mitad derecha (14-mer) del oligo de 26-mer cortado (Fig. 59A). 
La banda de 33-mer, producto de la transferencia del oligo pFX,-G* (25-mer) a 
la parte derecha (S-mer) del oligo quiral sustrato de 23-mer, se purificó de un gel 
20% PAA/S M urea. A continuación, se analizó la quiralidad del fosfato mediante 
digestión con dos nucleasas estereoespecíficas: nucleasa Pl y PDE. Si el sustrato 
inicial tuviese la configuración R, (por ejemplo) y el mecanismo de corte/cierre de 
RepB ocurre a través de un intermediario covalente, se mantendría la quiralidad del 
fosfato (R,) y por tanto, al tratar el oligo de 33-mer con la nucleasa Pl reconocería 
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el enlace R,-fosforotio y se obtendría como resultado el mononucleotido p*G. Por su 
parte, PDE no reconocería este tipo de enlace (ya que actúa preferentemente sobre 
el enlace S,-fosforotio) y se obtendría el dinucleótido p*Gp’A. Si, por el contrario, no 
existe intermediario covalente, habría una inversión de la quiralidad del fosfato, 
pasaría de R, a S,. En este caso, el enlace S,-fosforotio no sería sustrato de la 
nucleasa Pl y se obtendría el dinucleotido marcado, mientras que PDE sí podría 
actuar sobre este tipo de enlace, dando como resultado el mononucleótido. La 
incubación con la nucleasa Pl (0.0015 u) se realizó a 37°C y con PDE (0.15 u) a t.a. 
(28°C). En ambos casos, se tomaron alícuotas (7.5 ~1) a los 5 y 60 min de incubación, 
se les ariadió colorante de carga y se evaporaron a vacío hasta un volumen final de 
7.5 ~1. Como controles se utilizaron los oligos quirales 9-mer R, (0.3 pmol) y S, (0.5 
pmol) y se digirieron con las nucleasas Pl (0.0027 u) y PDE (0.27 u), incubando 90 
min a 37°C y ta., respectivamente (Fig. 60A). Como controles de tamaño se utilizaron 
-2-m. 
Figura 60. Análisis de la quiralidad del fosfato implicado en la unión de RepB a DNA. Las bandas de 33- 
mer, productos de la actividad de corte/cierre dc RepB sobre los oligos quiralcs sustrato de 23-mer (5’- 
TpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApCpGp’ApCpCpCpCpCpCpA~~.~) y el oligo pFX,-G* (25.mer; S- 
ApApGpCpGpApApTpTpTpTpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApCp*G,,-3’) SC puriticaron de PAA y 
se digirieron con dos nucleasas estereoespecíficas: nucleasa Pl y PDE. Como controles se incluyen los 
oligos quirales de 9.mer (5’.C$ApCpCpCpCpCpCpA,, -3’) digeridos o no con las nucleasas indicadas, 
los dinucleótidos GpA y ApC marcados en 5’ y los mononucleótidos p*G y p*A (producto de la digestión 
de los dinuclebtidos con la nucleasa Pl). Los productos de reacción se analizaron en un gel 24% PAA/ 
8.3 M urea. 
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los dinucleotidos GpA y ApG marcados en su extremo 5’ y los mononucleótidos p~G
y p*A producto de la digestión de los dinucleótidos pGpA y p*ApG con la nucleasa
Pl. Los productos de la digestión se analizaron en un gel 24% PAA/8.3 M (50%)
urea. Pudimos observar (Fig 60B) que la digestión de la banda de 33-mer, procedente
del isómero lento R5, con la nucleasa Pl dio como resultado una banda de
dinucleótido junto con el mononucleótido. La digestión con PDE sólo dio como
resultado mononucleótido, lo cual estaría indicando que se mantiene la quiralidad
inicial del fosfato y por tanto, la actividad de RepB transcurre a través de un enlace
covalente. Por desgracia, con la banda de 33-mer procedente del isómero rápido S~
no se observa nada claro, debido a la poca radiactividad de la banda extraída de gel
(<500 cpm) y al porcentaje de fondo radiactivo tan intenso observado en las muestras
antes y después de la elución de las bandas. Esto también explicaría la presencia de
una banda de mononucleótido más intensa que la de dinucícótido, en la muestra
procedente de R5 digerida con nucleasa Pl. Por tanto, concluimos, de forma tentativa,
que la unión de RepB a DNA se produce a través de la formación de un
intermediario covalente. Su formación y rotura se realizaría de forma muy rápida, lo
cual explicaría porqué no se han podido capturar o detectar estos intermediarios, por
los métodos más convencionales.
19. Repil RECONOCE LOS dso DE PLÁSMII)OS RELACIONADOS
En la Introducción a esta Tesis se mostró una relación de los miembros de la
familia pLSi descritos hasta la fecha (Tabla 1), pero en nuestro laboratorio sólo
disponemos de los plásmidos pE194 (de S.aureus) y pFX2 (de L.lactis). No se ha
podido establecer pEl94 en S.pneu¡noniae, aunque sise ha transferido a B.subti/k; por
el contrario, sí se consiguió transferir pFX2 a S.pnewnoniae. Los DNAs de ambos
plásmidos fueron purificados mediante dos gradientes consecutivos de CsCI. Para
saber si RepB reconoce las regiones nic de otros plúsmidos de la familia, se realizaron
ensayos de corte/cierre con 700 ng de DNA plasmídico y 45 ng de RepB, en un
volumen final de 30 pl. Las muestras se íncubaron durante 30 mm a 37, 45 y 60~C, y
luego se trataron con proteinasa K (125 ¡sg/mI). Los resultados niostraron que RepB
fue capaz de relajar I)NA de pFX2, pero no presentó actividad de corte/cierre frente
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al DNA de pE194 a ninguna de las temperaturas ensayadas (Fig 61). Estos resultados 
fueron sorprendentes, puesto que ambos plásmidos presentan homologías con la 
región nzk de pLS1, y el supuesto sitio de corte de pE194 estaría locahzado en el lazo 
terminal de una de las mayores estructuras secundarias del plásmido, mientras que el 
sitio de corte de pFX2 se encuentra situado en un lazo interno de la horquilla del 
origen. Pensamos que la falta de actividad de RepB sobre DNA de pE194 se pudo 
producir porque no se expuso el sitio de corte como ssDNA, bien porque se necesite 
la unión previa de la proteína iniciadora a la región bind del origen para que se 
produzca la extrusión de la horquilla (los iterones y la distancia entre éstos y el sitio 
de corte, son diferentes entre pLS1 y pE194), o bien porque el grado de 
superenrollamiento del DNA de pE194 no fue suficiente para la generación de la 
horquilla del origen. Esta segunda posibilidad parecía la más probable, ya que hemos 
mostrado que la región bind de pLS1 no se requiere para la actividad de RepB in 
vitro. 
T 
Reo B 
pEí94 
I 
37 37 45 g 
- ++= 
6060 2 
pFX2 
Figura 61. Actividad de RepB sobre plásmidos de la familia plS1. DNA superemollado (700 ng) de 
pE194 y pFX2 se incubó (+) o no (-) con RepB (45 ng), durante 30 min a 37, 45 y 60°C. Los productos 
de reaccih se analizaron en un gel 1% aguosa con 0.5 &/ml EtBr. MWS: marcador de peso molecular. 
FI: DNA superenrollado; FII: forma circular abierta; Fl’: forma circular relajada. 
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Como una primera aproximacion para conocer el grado de superenrollamienio
de estos plásinidos, se analizó la distribución de topoisómeros del DNA
superenrollado (400 ng> de pLSI, pFX2 y pE194, mediante electroforesis en geles
de agarosa con 2 ¡sg/mI de cloroquina del modo ya descrito. Los geles se fotografiaron
bajo luz UV, realizándose densitometrías de los negativos (Fig 62). Se pudo
comprobar que el número de topoisómeros de pE194 en estas condiciones era
bastante reducido y que su distribución fue mucho más asimétrica que en los casos
de pLSI y pFX2. Todo esto favorecería la hipótesis de que la extrusión de la
estructura secundaria del riso de pE194, y en consecuencia, la exposición de la región
n¡c como ssDNA, depende del grado de superenrollamiento del DNA plasmídico. Para
comprobar esta hipótesis, se diseñó un experimento en el cual se intentó modular iii
vitro el grado de superenrollamienio del DNA de pE194 y de pLS1 (Keller, 1975;
Singleton y Wells, 1982). DNA de pLSl y pE194 (1.5 pg) se trató o no con
topoisomerasa 1 (15 u) en presencia de distintas concentraciones de EíBr (de 1 a 16
pM, para el pLSl; de 1 a 64 pM, para el pE194). Las reacciones se llevaron a cabo
en 50 mM Tris-MCI, pH 8.0, 50 mM NaCí, 1 mM EDTA, 1 mM DTT y 20% de
glicerol, en un volumen final de 60 pl y se incubaron durante 2 h a 37~C. Tras la
incubación a 37>C, se trataron con fenol y feno!:cloroformo (1:1) y se precipitaron con
etanol. El precipitado se disolvió en agua, y la mitad de las muestras se trató con
RepB (55 ng> durante 30 mm a 600C. Después se realizó un tratamiento con
proteinasa K (125 ¡sg/mí). Las muestras se analizaron en geles de agarosa (1% en
‘UBE), en presencia o no de pequeñas concentraciones de EtBr (0.0 14 y 0.016 ¡sg/ml
para el pLSI; 0.014 y 0.024 ¡sg/ml para el pEi94). Los geles se tiñeron con 0.5 ¡sg/ml
de EtBr durante 1 h y se fotografiaron bajo luz UV (Fig. 63). Con el tratamiento del
DNA plasmídico con topoisomerasa 1 sin EtBr, se consigue una total relajación del
DNA, pero en presencia de aquél, el DNA va adquiriendo vueltas de
superenrollamíento negativo cuyo número dependerá de la concentración de EtBr
utilizada en la reacción. Se pudo observar que RepB no tiene actividad sobre DNA
relajado por la topoisomerasa 1, pero sí presentó actividad sobre DNA de pLSl a
todas las concentraciones de EtBr ensayadas, siendo menor como es lógico suponer
a la menor cantidad de EtBr ensayada (1 pM). En el caso de pE194, se comprobó que
RepB no actúa sobre DNA relajado y no se observó ninguna actividad a las
concentraciones de 1, 2 y 4 ¡sM de EtEr; a concentraciones mayores de EtBr, en las
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Figura 62. Número y distribución de topoisómeros de los plásmidos pLS1, pFX2 y pE194. DNA 
superenrollado (403 ng) de estos plásmidos se analizó en un gel 1% agarosa con 2 pg/ml de cloroquina. 
Se muestran las densitometrías realizadas a los negativos de estos geles. 
que el DNA ha adquirido un mayor grado de superenrollamiento, se pudo observar 
una clara actuación de la proteína RepB sobre el DNA de pE194. 
Para completar el estudio de la actividad de RepB sobre el dso de los plásmidos 
relacionados, se realizaron nuevos ensayos sobre oligonucleótidos monocatenarios. Se 
sintetizaron tres oligonucleótidos de 23-mer que contienen la región nic de pLS1, 
pFX2 y pE194 (oligos “pL”: S-GGGGGGGCTACTACG/ACCCCCCC-3’; “pF”: S- 
TGCITCCGTACTACG/ACCCCCCA-3’ y “pE”: S-TAGGGGGGTACTACG/AC 
CTCCCC-3’) y se marcaron en su extremo 5’. 1.26 pmol del oligo marcado (2.5 pmol) 
PLSl pEl94 
Figura 63. Actividad de RepB sobre DNAs de pLS1 y pE194 con distinto grado de superenrollamiento. 
Para modular irr vilro el grado de superenrollamiento del DNA plasmídico (1.5 pg), las muestras se 
relajaron (+) o no (-) con topoisomerasa 1 en presencia de distintas concentraciones de EtBr (0, 1, 2, 4, 
8 y 16 PM, para pLS1 y 0, 1, 2, 4,8, 16, 32 y 64 PM, para pE194). Tras la fenolización de las muestras, 
éstas se incubaron (+) o (-) con RepB, durante 30 min a 60°C. Los productos de reacción se analizaron 
en geles de agarosa con EtBr (0.016 pg/ml para pLS1 y 0.024 Fg/ml para pE194). Se indica la posición 
de DNA superenrollado (FI), DNA relajado (FI’) y de las formas circular abierta (FII). 
para el oligo ‘*pF”, con menor eficiencia en el marcaje) se incubó con la proteína 
RepB (9.3 pmol, y 18.6 pmol para el oligo “pF”) durante 30 min a 37, 45 y 60°C. La 
reacción se paró con proteinasa K (300 pg/ml). Las muestras se precipitaron con 
etanol y se analizaron en un gel 20% PAA/8 M urea. Si RepB fuese capaz de 
reconocer los tres oligos, se obtendrían como productos una banda de 15mer, ya que 
en los tres casos el sitio de corte de RepB (/) se encuentra situado a 15 nt del 
extremo 5’ de cada oligo. Como control negativo, se empleó el oligo “comp” (que 
posee la secuencia complementaria a la región de corte de pLS1) que, como ya hemos 
demostrado, no es reconocido por RepB. Se pudo observar que los tres oligos con la 
secuencia de la región nic de pLS1, pFX2 y pE194, fueron reconocidos por RepB, 
generando como producto la banda 15mer indicada (Fig. 64). 
pADB201 pHPK255 PLB4 CO”!P 
“*PB ‘- + + + 
I ‘- + + + 
I ‘- 4 + + 
6 I- + + +’ 
PC 3, 31 .J 60 ,I II 4, 60 31 37 .5 60 z.7 37 .5 *o 
Figura 64. Actividad de corte específico de RcpB sobre oligonucleótidos que contienen la región rtic de 
los plásmidos pL.51, pFX2, pE194, pADB201, pHPK2.55 y pLB4 (ver Tabla 7). Como control negativo se. 
utilizó el oligo “comp” (S-GGGGGGTCGTAGTAGCCCCCCC-3’) que contiene la secuencia 
complementaria al oligo “pL” (pLs1). Las mezclas de reacción contenían 1.26 pmol del oligo marcado (2.5 
pmol para el oligo “pF’) y se trataron (+) o no (-) con 9.3 pmol de RepB (18.6 pmol para el oligo “pF’) 
y se realizaron incubaciones de 30 min a 37,45 y 60°C. Los productos se analizaron en geles 20% PAA/8 
M urea. Se indican en la figura los tamaños de cada oligo. 
El ensayo anterior se repitió con los oligos que contenían la región nic de otros 
plásmidos de la familia, como son pADB201, pHPK25.5 y pLB4 (Fig. 64). En todos 
los casos, se calculó el porcentaje de actividad de RepB, cuantificando la banda de 
5mer como producto de la actividad de corte de RepB sobre los oligos (Tabla 9). 
Los valores obtenidos se refirieron al porcentaje obtenido para el oligo “pL’ 
(considerado como valor 100). Todos los oligos fueron reconocidos por RepB, con la 
excepción del oligo correspondiente a pADB201. Esto se puede explicar porque este 
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oligo posee una T en la posición IV y ya hemos demostrado que en esta posición debe
existir una C para el corte por RcpB. Además, los resultados nos muestran que Repli
admite el cambio C18--~ T (pl-1PK255). Sin embargo, con la substitución C18—. A, se
observa una disminución en la eficiencia de corte (pLB4).
Tabla 9. Especificidad de reconocimiento por RepB de orígenes de plásmidos de la familia de pL-SL Se
indican las variaciones de secuencia que existen entre la región de pL-Sl y los otros miembros de la familia
(cajas).
Oligo Secuencia (5 - 3)
ZPC
Corte
460C 6O”C
pLS1 CGGGGGOOTACTACG/ACCCOCCC 100 100 100
pPX2 WocT4x-c-CGTACTACQ/AccccecW 139 106 106
pE194 LT±ce;e; 00¡~TACTACG/ACCWCCCC 111 105 91
pADB2O1 L~IkieouoocTAe~Acu,Á1íai9Jcecc <10 <10 <10
pH?K255 ETT ~P-0- 0 01<0 e T A O ‘2 A e 0 1 A OIT-A 92-A T 0 132 99 9~
pbB4 LéIÁfrJ O O O O A O ‘2 A 0 0 1 A O [A O c O O 0
Consensus: TACrACG /AC
50 64 81
Los resultados se expresan corso polcentale de los ¿alotes obtenidos para pLS~ tos cuajos se cataAaron corso cocientes do
DNA dIgerido/DNA tota!. Estos valores fuero¡t 0.682 <37’0). 0.902 <45’O> y 0.95 <6O’O>. So índica, los cambIos do bases,
comparado con la secuoncia de pLS1
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20. DOMINIOS DE LA PROTEINA RepB. HIPEREXPRESIÓN DE
PROTEÍNAS DELECIONADAS EN SUS EXTREMOS N- Y C-
TERMINAL
El alineamiento de las secuencias de las proteínas RepB de ~afamilia pLS1 (ver
Fig. 80, Discusión) nos muestra la existencia de un alto porcentaje de homología en
la región N-terminal de las proteínas Rep y cierta diversidad en la región C-terminal,
que permite, incluso, establecer subgrupos dentro de esta familia. Previamente, se ha
comentado que esta familia de plásmidos presenta en su dso, una región altamente
conservada (región nie) y cierta diversidad en sus repeticiones directas (región bind).
Si establecemos una correspondencia entre estos dos hechos, se podría suponer que
la región N-terminal estaría implicada en la actividad de reconocimiento y corte en
la región nL, y por el contrario, el papel de la región C-terminal sería la unión a los
iterones de la región bind. Como una aproximación a grosso modo a este hecho, se
realizaron deleciones en el gen repB que afectarían, posteriormente, a las regiones N-
y C-terminal de la proteína RepB.
20.1. Deleción del gen repB en la región 5’
El codón de iniciación (ATG) del gen ¡-cpB se localizó en la coordenada 853 de
pLSi, precedido por un sitio atípico de unión a los ribosomas (a.r.b.s.) (de la Campa
et al, 1990). Sin embargo, se encontró un segundo codón AIG en la coordenada 949
de pLSi precedido por una posible secuencia Shine-Dalgarno (GGAGTG, en la
coordenada 940>, que podría codificar para una posible RepB* (similar a lo que
ocurre con las proteínas GpA y 6pM de ~Xl74; Langeveid eta!, N79). En este caso,
se demostró que la putativa RePB*, codificada por el plásmido pLS1AAI5, no es
suficiente para las funciones de replicación in vivo del plásmido (de la Campa el al,
1990; del Solar el al, 1993b). Basándonos en la presencia de este segundo codón de
iniciación, se diseñó un experimento para delecionar el extremo 5’ del gen repB,
eliminando los primeros 32 codones del gen, y permitiendo que el segundo ATG
funcionase corno codón de iniciación.
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Para construir la deleción del gen ¡-cpB en la región 5’ se clonó cl fragmento
Xrnnl-Pvull (1032 ph) de pLSI en el sitio único lZcoRl del vector pETS (Fig. éSA).
La idea era etonar el gen ¡-cpB delecionado bajo el promotor ~l0 situado “corriente
arriba” del sitio EcoR!, y utilizar el sistema de clonaje vector pEES/huésped
BL2I(DE3) para la hiperproducción de la proteína delecionada. El DNA de pLSI
(12 ¡sg) se digirió con los enzimas Xmnl y Pvull que originan cuatro fragmentos de
153, 944, 1032 y 2279 ph. Para diferenciar, con claridad, el fragmento de 1032 pb (que
contiene el gen ¡-cpB delecionado en 5’) de la banda de 944 ph, se realizó una
digestión con Banl, cuyo sitio único está situado en este fragmento y originará otros
dos nuevos de 256 y 688 pb. La banda de 1032 pb se eluyó de un gel de agarosa al
0.8% y se ligó al vector pUES (linearizado con BeoRí y tratado con fosfatasa alcalina).
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Figura 65. A. Diagramna de la construcción de los plásmidos pLSI9AN y pLSI9ANi, que llevan donado
el gen repE delecionado en su extremo 5’. Se cíonó el fragmento Xnuul-Pvull (1032 ph) de pL-Sl en el
sitio único EcoRl del vector plIT5. E. Construcción de los plásmidos pLS19AC y pLSI9ACi, que poseen
una deleción en 3’ deI gen ¡-cpB. Se clonó el fragmento ApuLl-Sspl (716 1)1)) de pLSi en el sitio único
EcoRJ dc pET5. Sc indican la posición de algunos sitios de restricción y sus coordenadas de corte.
a:
oo
ti]LS,
o
‘A
Resultados 187
La ligación se realizó en una relación fragmento:vector de 10:1 y se redigirió con
EcoRl. La mitad de la ligación se utilizó para transformar E.coIi BL2I y los posibles
transformantes se seleccionaron en presencia de Ap (100 ¡sg/mí). Tras 48 h de
incubación a 370C, no se obtuvo ningún transformante. Una cuarta parte de la ligación
inicial se usó para transformar E.coIi BL2I(DE3), pero no se obtuvo ningún
transformante. Por último, se transformó E.co/i MCIO6I, competente según el método
de 1-Lanahan (1983) y los transformantes se seleccionaron en medio con Ap (50
¡sg/mi). Sólo se obtuvieron 4 transformantes, y al analizar el contenido piasmídico de
estos clones, nos encontramos con tres posibles recombinantes (ya que presentaban
un tamaño mayor que el vector pET5, —4240 pb). Para comprobar en qué orientación
se había insertado el fragmento de 1032 ph, se realizaron dos digestiones con R~tI y
SspI. Al digerir con Pstl, se obtendría un fragmento de 1632 ph si el inserto estuviese
en la posición correcta (en la dirección del promotor #10) o uno de 908 ph sí
estuviese en la posición incorrecta. Por otro lado, al digerir con Sspl, los fragmentos
serían de 804 pb en la posición correcta y de 614 ph en la incorrecta. De esta forma,
se comprobó que dos de los tres recombinantes tenían el inserto en posición
incorrecta y sólo uno de ellos, era el clon que buscábamos, el que tenía el inserto
(con el gen ¡-cpB delecionado) bajo la dirección del promotor flO. Se obtuvieron las
construcciones pLSI9=N (inserto en posición correcta) y pLSI9ANI (posición
incorrecta). Para obtener el sistema de expresión que buscábamos, se transformó
E.coli BL21(DE3) con DNA de los clones obtenidos en MCIO6I, obteniéndose los
recombinantes deseados.
Para comprobar la funcionalidad del sistema vector pET5,/líuésped BL2I(DE3)
con las construcciones obtenidas, se calculó el porcentaje de células con plásmido
(crecen en medio con Ap) y de células con plásníido y sistema no funcional (crecen
en medio con Ap e IPTG) (ver Materiales y Métodos) en tres situaciones distintas:
saturación en medio TY. crecimiento exponencial en TY y en medio míninio M9.
Partiendo de un preinóculo en medio con Ap (200 ¡sg/mI), se crecieron las células
hasta alcanzar la saturación o una DO
600— 0.45. Diluciones adecuadas se sembraron
en placas con TY-agar suplementadas o no con Ap (200 ¡sg/mí) y/o IPTG (125 ¡sM).
Se calculó el número de células viables (crecimiento en ‘UY), de células con plásmido
(crecimiento en 1W + Ap), de células con sistema no funcional (crecimiento en TY
+ IPTG) y de células con plásmido y sistema no ftíncional (crecimiento cii TY + Ap
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+ IPTG). Se estudió la curva de crecimiento de estos cultivos en un medio rico
(medio TY; Fig 66A) o medio mínimo M9 (Fig 66B). Los resultados obtenidos para
el test de funcionaiidad fueron los siguientes:
1) SATURACION EN MEI)lO TV
pL-194N pLSI9ANi pETS
Células con plásmido 100% 100% 91.3%
Células con sistema no funcional 0.14% 0034% 0.10%
Células con plásmido y sistema no funcional 0.03% 0.0015% 0.018%
II) CRECIMIENTO EXPONENCIAL I)O~= 0.45 EN MEDIO TV
pLSI9AN pLSI9ANi pETS
Células con plásmido 86% 87.2% 90.6%
Células con sistema no funcional 4.14% 0.04% 0.096%
Células con plásmido y sistema no funcional 2.41% 0.02% 0.05%
III) CRECIMIENTO EXPONENCIAL DO~~ 0.45 EN MEDIO MÍNIMO M9
pL-SI9AN pL-SI9ANi pETS
Células con plásmido lOtE»> 90.9% 91.3%
Células con sistema no funcional 0.35% 0.t)9% 0.11%
Células con plásniido y sistema no funcional 0.37% 0.05% 0.07%
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Figura 66. Curvas de crecimiento de los cultivos de E.coli BL-21(0E3) conteniendo los plásmidos
pLSI9AN (A), pL-SI9ANi (O) y pET5 (e), en los medios TY (A) y M9 (B); o cultivos de fS.coli
BL2J(DE3) con íos plásmidos pLSI9~C (A), pL-S19~Ci (O) y pET5 (e), en los medios TV (C) y MQ (D).
L-os cultivos se crecieron en los medios indicados a 370C con agitación y se midió la absorbancia A625 a
(listintos tiempos para caictílar el tiempo de duplicación de estos cultivos en cada uno de los medios.
Representación gráFica del valor de A625 frente al tiempo de incubación (horas).
20.2. I)eleción dcl gen repB en la región 3’
La deleción del gen ¡-cpB en la región 3’ se basó en la eliminación de los 162 pb
que codifican los 53 aa finales de RepB. Para ello, se digirió el DNA de pLSI con
ApaLl y Sspl, ctiyos sitios únicos están situados en las coordenadas 607 y 1323 de
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pLSi, respectivamente. Esta doble digestión da lugar a dos fragmentos de 716 y 3692
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pb. El fragmento de 716 pb se eluyó a partir de un gel 0.8% agarosa y se rellenó el
extremo 5’ protuberante dejado por el enzima ApaLI, con la Pol 1K. Este fragmento
se ligó al vector pET5 (linearizado con EcoRl y tratado con fosfatasa alcalina), en una
relación fragmento:vector igual a 10:1 (Fig 65B). Dos tercios de la ligación se
utilizaron para transformar E.coli MCIO6I y los transformantes se seleccionaron en
medio sólido con Ap (50 ¡sg/mí). Se obtuvieron unos 8 transformantes/ml y en un
primer análisis del DNA (29 clones) se detectaron 24 posibles recombinantes, de los
cuales sólo 2 tenían insertado el fragmento en la posición correcta. Para comprobar
esto, se realizó una digestión de los posibles recombinantes con FMI. Si el inserto
entra en la posición correcta (bajo el promotor ~10de pET5) se obtiene un fragmento
de 1021 pb, y si por el contrario, está en la posición incorrecta, el fragmento es de
1203 pb. Se obtuvieron así, dos clones con el inserto en la posición correcta y 4 con
el inserto en la posición inversa. Se escogió un clon de cada tipo y se transformó la
estirpe BL2I(DE3) con el DNA de estos clones, obteniéndose los plásmidos pLS19~C
(posición correcta) y pLS19~Ci (posición incorrecta). Se estudiaron las curvas de
crecimiento de estos cultivos en un medio rico (TY; Fig 66C) o en medio mínimo M9
(Fig 66D).
20.3. Hiperexpresión de las proteínas RepB delecionadas en sus extremos N- y C-
terminal
Para la expresión de proteínas totales de los cultivos de BL2I(DE3) conteniendo
el vector pETS o los plásmidos con el gen ¡-cpB delecionado (pLSI9AN, pLSl9áNi,
pLSL9AC, pLSI9ACi\ se prepararon preinóculos en 10 ml de medio M9 con Ap (200
¡sg/mí), y se crecieron a 370C hasta una 600 = 0.2-0.3. A esta DO se realizaron dos
diluciones en M9 con Ap (200 ¡sg/mí) dejando los cultivos a una DO
600 = 0.05. Los
cultivos se crecieron a 37
0C con agitación, hasta alcanzar una DO
6>~ 0.45. En este
momento, se a¡~a(li() 1 mM IPTO a uno de los matraces y se incubó 30 mm a 370C.
A continuación, se realizó un tratamiento con Rif (200 ¡sg/mí), 90 mm a 3TC. Las
células se recogicron por centrifugación y el precipitado proteico se disolvió en 1 ml
del tampón de ruptura (50 mM Tris-HCI, pH 6.8, 2% SDS, 2 mM EDTA, 1% fiME,
1% glicerol). Las muestras se hirvieron 3 mm a 950C, se concentraron (100 veces)
mediante precipitación con 5 volúmenes de acetona fría y se analizaron en geles SDS-
PAA al 12%. Se comprobó la expresión de una proteína de tinos 20 kDa en los
cultivos inducidos con pLSl9áN y una fuerte expresión de una proteína de unos 18
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kDa en los cultivos con pLS19aC (Fig. 67). Los cultivos no inducidos o aquellos con 
las construcciones en la posición incorrecta (pLS19ANi y pLS19aCi) no presentan 
variación con respecto al vector. En todos los cultivos inducidos, se observa una mayor 
expresión del gen de la p-lactamasa de pETS. 
Aunque la hiperexpresi6n fue aceptable (Fig. 67), los intentos realizados para 
purificar las proteínas RepB truncadas, tanto en su extremo N- como C-terminal, 
resultaron fallidos. Parece que ambas proteínas truncadas pierden la afinidad por la 
heparina presentada por la proteína silvestre. También se realizó un ensayo de 
transcripción-traducción in vitre, utilizando los extractos S30 de Promega, para obtener 
las proteínas delecionadas. Para la obtención del DNA sustrato, se aislaron colonias 
de los cultivos BLX(DE3) conteniendo los plásmidos pLS19, pLS19AN y pfS19AC. 
DNA de los clones seleccionados se trató con 100 pg/ml de RNasa A, durante 15 min 
a 37°C y se digirió con ScaI, cuyo sitio único en los recombinantes se encuentra dentro 
del gen bla. En la transcripción Nz vino, se recomienda que el DNA recombinante se 
Figura 67. Cultivos de Exdi BL21(DE3) conteniendo los plásmidos pLS19AN. pL.?WANi, pLS19AC, 
plX9ACi y pET5 se crecieron a 37°C. en medio mínimo M9 hasta alcanzar una DO,,,= 0.45. Los 
cultivos se trataron (1) o no (NI) con 1 mM IPTG (30 min a 37°C) y Rif (200 &ml; 90 min a 3PC). Se 
preparon extractos de proteína totales de cada cultivo (concentrando las proteínas 100 veces) y se. 
analizaron en un gel SDS-PAA al 12%. 
Resultados 192
digiera con un enzima que corte ‘corriente abajo” del gen que se quiere transcribir.
La digestión se incubó con 100 ¡sg/ml de proteinasa K y 0.5% SDS, durante 90 mm
a 370C se tenolizó y precipitó. La reacción de transcripción se realizó con DNA
molde digerido (1 ¡sg), los cuatro ribonucleótidos (concentración final de cada uno 1
mM). inhibidor de la RNasa (40 u) y T/ RNA polimerasa (20 u), incubándose 70 mm
a 37’C. El DNA de las muestras se eliminó mediante tratamiento con DNasa libre de
RNasa (1.8 u), durante 15 mm a 370C. Una vez obtenido el RNA de cada muestra,
se llevó a cabo la traducción Pi vitro del gen repfi intacto (pLSl9) y delecionado
(pLS19AN y pLS19AC), utilizando 15 pCi de 35S-[Met], los extractos 530 de Promega
y 25 ¡sg/ml de Rif. La reacción se realizó a 37’C durante 2 h; se separó una alícuota
y se realizó un lavado con acetona para eliminar el PEG de las muestras. El análisis
de los productos de reacción se realizó en un gel SDS-PAA al 16%. Sólo se observó
una banda con el RNA de pLSI9AN. Curiosamente, en este plásmido el gen ¡-cpB
delecionado se traduciría a partir del segundo ATG, que va precedido por una
secuencia Shine-Dalgarno. En las otras dos construcciones, el gen ¡-cpB se traduciría
a partir del primer ATG, que se encuentra precedido por la secuencía a.r.b.s. Sin
embargo, sabemos que las tres proteínas se expresan en E.coli. La mayor o menor
eficiencia de traducción en este sistema podría deberse a variaciones en la vida media
de estas proteínas. Con el producto obtenido en la traducción del RNA de pLSI9A
se realizó un ensayo de retardo en gel usando el fragmento Ncol-=lpaLIy DNA
pCl94cop/DdeI, pero la unión fue totalmente inespecífica (no mostrado).
21. DEFINICIÓN DEL SITIO ACTIVO DE RepB. MUTAGENESIS
DIRIGIDA AL RESIDUO Tyr99
Como ya se ha indicado, existen varios motivos de aa conservados entre las
proteínas Rep de plásmidos que replicaíi por el mecanismo RC, así como con
proteínas iniciadoras de la replicación de geminivirus y proteínas Tra/Mob de
plásmidos conjugativos (Ilyina y Koonin, 1992). El motivo 3 (UXXYUXkXXX o
UXXYUXhXXX; donde U representa un residuo hidrofóbico y X, cualquier residuo),
situado hacia la mitad (7-terminal de las proteínas Rep, contendría un residuo Tyr
conservado que podría estar implicado en la unión covalente al DNA. Realizando
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alineamientos entre las proteínas Rep de la familia de pLSi, hemos identificado ese
residuo en la región R-IV conservada entre todos los miembros de esta familia (ver
Fig. 80 en Discusión). En la proteína RepB de pLSi, ese residuo correspondería a la
TyrQ9. Como objetivo nos planteamos realizar una mutagénesis a dicho residuo y
comprobar si la proteína mantenía o no su actividad nucleotidil-transferasa.
21.1. Mutagénesis dirigida al codón Tyr99 de RepB
La aproximación más directa para analizar la función de corte y cierre de RepB
fue la de sustituir el residuo Tyr99 por residuos como Ser o Phe que podrían
conservar, al menos en parte, la función de RepB. Las mutaciones puntuales
realizadas en ¡-cpB se llevaron a cabo utilizando un sistema de mutagénesis dirigida
in vitro (ver Materiales y Métodos>. Como DNA sustrato se utilizó el plásmido
pALT1:cr-cat (que lleva ligado el fragmento h’gil-ClaI mayor de pJS3 al fragmento
mayor Pstl-ClaI de pALTER-i, y por tanto, contiene los genes copG y ¡-cpB de pLSI,
y el uit de pJ53 bajo el promotor de la Ti RNA polimerasa del pALTER-1). Las
mutaciones puntuales a realizar consistieron en el cambio de la A (nt 1148 de pLSI)
por una T o C, con lo que se produce el cambio de triplete TAT (Tyr99) por TIT
(Phe) o TCT (Ser) (Fig. 68). Para ello, se utilizaron los siguientes oligos mutagénicos:
oligo Y99F (5’-TGTCGAAAATATGTKIYFGflTITAACGCACGAGAGC-3’; 37-
mer) para el cambio de Tyr a Phe y el oligo Y995 (5’-TGTCGAAAATATGTATTF
GTCT1ITAACGCACGAGAGC-3’; 37-mer) para el cambio de Tyr a Ser; previamente
fosforilados en su estremo 5’ por la T4 PNK. Para la reacción de mutagénesis se
anilló DNA de pALT7:cr-cat desnaturalizado (0.1 pinol) con el oligo reparador del
gen Ha (0.25 pmol) y eJ oligo mutagénico correspondiente (2.5 pmol), ambos
fosforilados. El DNA sintetizado usando T4 DNA polimerasa y T4 DNA ligasa, se
utilizó para electroporar E ccli BMI-171-l&nu/S, incapaz de reparar los
desapareamientos introducidos. Para asegurar la segregación de los plásmidos
mutantes, se realizó una segunda ronda de transformación empleando esta vez E.co/i
JM109. Los transformantes se seleccionaron en medio sólido con Ap (125 ¡sg/mí) y
se comprobó la presencia de la mutación deseada por secuenciación del fragmento
de DNA correspondiente. Para la secuenciación, el 1)NA (2 ¡sg) se desnaturalizó por
álcali y se anilló al oligonucleótido de 17-mer (5’-CCAGflACTGCAGATAG-3’;
situado entre las coordenadas 1045 y 1061 de pLSl), usado como cebador en una
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826 882
a.r.b.s. RepB —~.
5 ‘-AAACATTTOTTGGGTATATTATACTTTATGGCTAAAGAAAAAGCAAGATACTTCACT-
3 ‘-TTTGTAAAGAACCCATATAATATGAAATACCGATTTCTTTTTCGTTCTATGAAGTCA-
942
TTTTTACTTTATCCTGAATCAATTCCAAGCGACTGGGACCTGAAACTTGAAACGCTTGGA-
AAAAATGAAATAGGACTTAGTTAAGCTTCGCTGACCCTCGACTTTGAACTTTGCCAACCT-
1002
GTGCCCATGGCAATTAGTCCATTGCATGATAAGGATAAGAGTAGTATCAAAGGACAAAAA-
CACGGCTACCGTTAATCAGGTAACGTACTATTCCTATTCTCATCATAGTTTCCTGTTTTT-
1062
TATAAGAAAGCTCATTATCATGTGCTTTATATACCTAAAAATCCAGTTACTGCAGATAGT-
ATATTCTTTCGAGTAATAGTACACGAAATATATCGATTTTTAGGTCAATGACGTCTATCA-
1122
GTACGTAAAAAGATTAAATTATTGCTTGGTGAAAAAAGTCTTGCAATGGTGCAGGTTGTT
CATGCATTTTTCTAATTTAATAACGAACCACTTTTTTCAGAACGTTACCACGTCCAACAIX
1189
Y”
CTCAATGTCGAAAATATGTATTTGTATTTAACGCACGAGAGCAAGGACGCTATTGcTA- 3’
CAGTTACAGCTTTTATACATAAACATAAATTGCGTGCTCTCGTTCCTGCGATAJXCGAT-5
5’ -TGTCGAAAATATGTATTTGTTTTTAACGCACGAGAGC-3
’
Otigo YSSF (37mor)
5’ -TGTCGAAAATATGTATTTGTCTTTAACGCACGAGAGC-3
Oligo Y99S (37-mor)
Figura 68. Secuencia de nucleótidos de pL-Sl desde la coordenada 826 a 1180, que incluyen parte del
gen ¡-cpB. Se indican eí sitio atípico de unión a los ribosomas (a.r.b.s.; subrayado) y el codón de iniciación
(ATG; en negrita) (leí gen iepB. Se muestran los oligos mutagénicos empleados para introducir
mutaciones en el codón de Y99 (TAT; en negrita), cambios de Tyr a Flíe (TTT) y Ser (TCT).
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relación cebador:molde (en moléculas) de 10:1. La mutación Y99F se consiguió
fácilmente (1 clon de 4 clones secuenciados), pero para conseguir la mutación Y995
fue necesario secuenciar 25 candidatos, de los cuales sólo dos presentaban la mutación
deseada. De esta forma, obtuvimos los plásmidos pALT?Y99F y pALT7Y99S.
21.2. Hiperexpresión de RepBY99F y RepBY99S
Una vez obtenidos los plásmidos pAUF7Y99F y pALT/Y995, se transformó con
ellos la estirpe BL2I(DE3) mediante electroporación. Como control se realizó una
electroporación usando DNA del vector pALTER-1. Se seleccionaron los
transformantes por selección en placas con Ap o Tc (para pALTER-1). Se analizó el
contenido en DNA plasmídico de varios clones y se escogió uno de ellos en cada caso.
Para comprobar que el sistema obtenido era funcional, se procedió a la expresión de
proteínas totales del sistema. L05 cultivos de BL21(DE3) conteniendo los plásmidos
pALT1Y99F, pALI7Y99S y pALTER-l, se crecieron en medio mínimo M9
suplementado con el antibiótico correspondiente hasta una D0600= 0.45. En este
punto se indujo con 1 mM IPTG (30 mm a 37~C) seguido de adición de Rif (90 mm
a 370C). Se incluyeron controles de cada cultivo que no fueron inducidos con IPTG.
Las células se recogieron por centrifugación y se resuspendieron en 1 ml de tampón
de ruptura. Estos extractos se precipitaron con 5 volúmenes de acetona fría y se
analizaron en geles -SDS-14% PAA. En estas condiciones se obtuvo una buena
expresión de las proteínas mutantes RepBY99F y RepBY99S (no mostrado).
21.3. Purificación de las proteínas RepBY99F y RepBY99S.
La purificación de estas dos proteínas se realizó de forma muy similar a la
purificación de RepB, aunque encontramos tina diferencia clara en la solubilidad de
las proteínas mutantes respecto a la proteína silvestre. Para la purificación de las
proteínas mutantes se preparó un preinóculo de E.coli BL2I(DE3) con los plásmidos
pALT7Y99F o pALI2Y99S en 30 ml de M9 con Ap (125 ¡sg/mí), y se incubó a 370C
con agitación hasta alcanzar una D0
60(, = 0.3. Se realizó una dilución del preinóculo
para dejarlo aproximadamente a una DO6~= 0.008, en 1 1 del mismo medio, y se
incubó a 37
0C basta que el cultivo llegó a una ~ 0.45. En este punto, se realizó
una inducción del sistema como en el Apartado anterior. Las etapas de lisis,
precipitación con sulfato de Sm (25%) y con sulfato amónico (70% de saturación)
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se realizaron de igual forma que para la purificación de RepB (ver Materiales y
Métodos). El precipitado de sulfato amónico se disolvió en 7.5 ml del tampón H
suplementado con 300 mM KCI y se dializó frente a 1 1 del mismo tampón. Se
separaron las proteínas precipitadas de las solubles por centrifugación. Ambas
proteínas mutantes se encontraron mayoritariamente en el sobrenadante, por lo que
éste se dializó frente al tampón H sin adición de KCI. Para la purificación de RepB
silvestre, esta diálisis fue importante debido a que RepB pierde solubilidad a baja sal
y así, se obtiene un enriquecimiento de la preparación en esta proteína. Como no
conocíamos el comportamiento de las proteínas mutantes, tras la diálisis sin adición
de KCI, se separaron por centrifugación las proteínas solubles de las insolubles en
estas condiciones. El sedimento se disolvió en 10 ml del tampón H con 300 mM KCI
y a su vez, se ajustó la concentración de sal del sobrenadante a 300 mM KCI
(volumen final, 11 mí). Ambas partes se aplicaron a una columna de heparina-agarosa,
equilibrada en el mismo tampón. Tras aplicar la muestra, se realizó un lavado con el
tampón H suplementado con 300 mM KCI (de 6 a 10 volúmenes de columna) y las
proteínas adsorbidas a la matriz se eluyeron con un gradiente lineal de 300 a 600 mM
de KCI (60 mí), a un flujo constante de 10 ml/h. Se recogieron fracciones de 1 ml
y se analizaron 100 pl de las fracciones que eluyeron entre 350 y 550 mM de KCI,
precipitándolas con TCA y cargándolas en un gel de SDS-PAA al 14%. Las proteínas
mutantes RepBY99F y RepBY99S se encontraron tanto en el sedimento como en el
sobrenadante, aunque el rendimiento obtenido en este último fue muy superior. Se
mezclaron las seis fracciones centrales que eluyeron entre 450 y 475 mM de KCI, por
su mayor contenido en la proteína de interés (RepBY99F, fracciones 133 a 138 y
RepBY99S, fracciones 131 a 136). Se repartieron en alícuotas de 100 ¡sl/tubo y se
congelaron directamente a -700C para su conservación. El cálculo aproximado de la
concentración proteica de las preparaciones obtenidas, se realizó por densitometria
directa de geles de SDS-PAA al 16%, tomando como referencia el valor obtenido
para las bandas de la proteína RepB silvestre, cuya concentración se calculó
previamente por análisis de su composición (le an. Se obtuvieron los valores de 17.3
ng/pl para la proteína RepBY99F y de 45.5 ng/pl para RepBY99S.
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22. ACTIVIDAD DE LAS PROTENAS RepB MUTANTES 
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Para comprobar la actividad de las proteínas mutantes, se real¡26 un ensayo 
incubando DNA de pMV158 (700 ng) con las proteínas RepB (4 ~1, 223 ng), 
RepBY99F (4 y 8 ~1, 69.3 y 138.6 ng) y RepBY99S (4 y 8 ~1, 182 y 364 ng) durante 
30 min a de 37, 45 y 60°C (la mayor concentración proteica de cada ensayo ~610 se 
incubó a 60°C). Las reacciones se trataron del modo habitual, analiz8ndose los 
productos de reacción en un gel de agarosa (1% en TBE con 0.5 pg/ml de EtBr). Los 
resultados mostraron que ambas proteínas mutantes habían perdido su capa,cidnd de 
corte y de corte/cierre sobre DNA suuperenrollado de pMV158 (Fig.69). 
Dado que los ensayos con oligonucle6tidos mostraron ser más sensibles que 
cuando se us DNA superemollado, se ensayó la actividad de las proteínas mutantes 
sobre este tipo de sustrato. Para ello, se realizb un ensayo utilizando el oligo de 
-FlI 
FI 
FI’ 
Figura 69.Actividad de las prolehas mulaoles RcpBY99Fy RcpBY99S sobre DNA superenrollado. DNA 
de pMV158 (700 ng) se incubó con las prolehos RcpB (4 ~1, 223 ng; carriles 2, 5 y 8), RepBY99F (4 
pl, 69.3 ng, carriles 3, G y 9; 8 ~1, 138.6 ng, cnrril 10) y RcpBY99S (4 ~1, 182.1 ng, carriles 4, 7 y 11; 8 
pl, 3G4.2 ng, cnrril 12) durante 30 min a 37, 45 y GO”C (la mayor conccnlrnción proteica dc cada ensayo 
~610 se incubó a GO”C). Los productos dc reaccii>n se analimron on un gel 1.% agarosa en TBE con OS 
&ml de EtBr. MWS: marcador dc peso molecular. 
l 
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26-mer (S-GGGGCTACTACG/ACCCCCCCTATAGT-3’) que contiene el sitio de 
l corte de RepB (/). Este oligonucleótido se marcú en su extremo 5’ y se incubó (1.26 
l 
l 
pmol) con dos concentraciones distintas de las proteínas RepB (5.75 y 11.5 pmol), 
RepBY99F (3.55 y 6.39 pmol) y RepBY99S (4.67 y 9.35 pmol), durante 30 min a 37, 
45 y 6WC. La reacción se par6 por tratamiento con proteinasa K y el DNA se 
precipitó. Tras ajustar las cpm, los productos se analizaron en un gel de secuencia 
20% PAA/S M urea. Los resultados (Fig. 70A) mostraron la aparición de una banda 
débil de 12-mer (resultado de la actividad de corte sobre el oligo) en las muestras 
tratadas con la proteína RepBY99F a 45 y 60°C (17% de actividad de la proteína 
silvestre, en ambos casos), pero no se observó ningún tipo de actividad con la proteína 
RepBY99S. 
A 
Rep B RepBY99F RepBY99S 
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Figura 70. Actividad de las proteínas RepBY99F y RepBY99S sobre oligonuclcótidos. A. 1.26 pmol del 
oligo de 26-m-z (S-GGGGCTACTACG/ACCCCCCCTATAGT-3’) q uc contiene el sitio de corte de 
RepB (/) se marcó en su extremo 5’ y se incubó con dos concentraciones distintas de las proteínas RepB 
(5.7 y ll.5 pmol), RepBY99F (3.5 y 6.4 pmol) y RepBY99S (4.6 y 9.3 pmol), durante 30 min a 37, 45 y 
m=c. 
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La posible actividad de cierre y nucleotidil-transferasa de las proteínas mutantes 
se ensayó mediante uso de dos oligonucleótidos con diferente tamaño y conteniendo 
el sitio de corte de RepB (/). Se empleó el oligonucleótido de 26-mer (5’-GGGGC 
TACTACG/ACCCCCCCTATAGT-3’) marcado en su extremo 5’ y un oligo de 23- 
mer (S-GGGGGGGCTACTACG/ACCCCCCC-3’). Para cada reacción se mezclaron 
1.26 pmol del oligo 26-mer marcado con 2.52 pmol del oligo 23-mer, y se incubaron 
con dos concentraciones distintas de cada proteína: RepB (2.99 y 5.75 pmol), 
RepBY99F (1.85 y 3.55 pmol) y RepBY99S (2.43 y 4.67 pmol), durante 30 min a 37, 
45 y 60°C. L.a reacción se par6 de la misma forma que en el ensayo anterior y se 
analizaron los productos en un gel de secuencia 20% PM/8 M urea. Si se produce 
el corte y cierre de ambos oligonucleótidos, por intercambio de las dos mitades 
obtenidas en cada caso, además de la banda de 12-mer (producto del corte del oligo 
de 26-mer marcado), aparecerá una banda nueva de 20-mer, producto de la unión de 
-Sm-- ------ti 
m-n,.- .mammo- - - 20.“m 
Figura 70. R. Se mezclaron 1.2ú pmol del oligo 26-mer marcado con 2.52 pmol del oligo 23-mer (S- 
GGGGGCGCTACTACG/ACCCCCCC-3’), y se incubaron con dos concentraciones distintas de cada 
proteína: RepB (2.9 y 5.7 pmol), RepBYWF (1.8 y 3.5 pmol) y RepBY99S (2.4 y 4.6 pmol), durante 30 
min a 37,45 y 60°C. Los productos dc reacción se analizaron en un gel de secuencia 20% PAA/8 M urea. 
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la banda de 12-mer con la mitad derecha de 8-mer, ésta producida por el corte al
oligo de 23-mer. Los resultados (Fig. JOB) mostraron la existencia de una banda tenue
de 20-mer en las muestras tratadas con la proteína RepBY99F, lo que indica cierta
actividad residual en esta proteína (con un valor de 0.7-0.9% respecto a la proteína
RepB silvestre> y nuevamente, no se observó actividad en la proteína RepBY99S.
Los resultados obtenidos permiten concluir que el residuo Tyr99 parece el
principal responsable de la actividad de corte y corte/cierre de RepB. No obstante,
la proteína mutante RepBY99F mantuvo actividad residual. El cambio de Tyr a Phe
es conservativo ya que se mantiene el mismo grupo hidrofóbico, pero se esperaba que
si alguna proteína presentaba cierta actividad sería RepBY99S porque conserva el
grupo -OH implicado posiblemente en el ataque nucleofílico. Por otra parte, se puede
argumentar que, en el caso de RepBY99F, la actividad residual observada se debería
a que el grupo nucleofílico -OH podría ser proporcionado por el residuo Tyr97 de
RepB. Lógicamente, será necesario realizar otros cambios en Tyr99 así como
mutagenizar Tyr97 para apoyar o rechazar esta hipótesis.
23. UNIÓN DE LAS PROTEÍNAS RepR SILVESTRE Y MIJTANTES A
LA REGLÓN bind DEL dso
Quedaba por analizar si las proteínas RepB mutantes tienen afectada su
capacidad de unión a l)NA. Para ello, se realizaron ensayos de unión a fragmentos
lineales de dsDNA. Los ensayos se realizaron con el fragmento Ncol-ApaLI (227 pb)
de pLSlA24cop7, que contiene las dos regiones (nic y bird) del ¿¡so de pLSl. Se
realizó una digestión doble del DNA con ¡‘¿col y ApaLl, generándose tres fragmentos
de 227, 1570 y 2040 pb. El fragmento más pequeño (227 pb) se eluyó de un gel 5%
PAA y se marcó con Pol 1K y [&-32P]dflP. El fragmento NcoI-ApaLi (0.043 pmol, 6.4
ng) marcado se incubó con distintas concentraciones de las proteínas RepB (5.5, 7.4
y 9.2 pmol; Eig. 7iA), RepBY99F (2.8, 3.5, 4.2, 4.9 y 6.4 pmol; Fig. 71B y D) y
RepBY99S (0.9, 1.8, 3.7, 5.6 y 7.5 pmol; Fig. 7W y 1)), en el tampón B en ausencia
de MnCJ
2 en un volumen de 10 ¡sí, durante 30 mm a La. Se añadió el tampón de carga
BXGE y se analizaron las muestras en un gel 5% PAA nativo. Se observó retención 
del fragmento que contiene el dso con las tres proteínas ensayadas (siendo más 
acusada con la proteína RepBY99S), lo que indica que las proteínas mutantes no 
habían perdido su capacidad de unión a DNA (Fig.71). 
En un segundo ensayo se usó un fragmento de 50 pb, conteniendo únicamente 
los tres iterones de la región bind del origen. Este fragmento se obtuvo por digestión 
del plásmido pC3BA con BamHI y BgfII, cuyos sitios se encuentran a ambos lados de 
los iterones. El DNA se purificó de geles nativos de PAA y se marcó (0.2 pg) en su 
Figura 71. Unión de las proteínas mutantes al dso de pLS1. El fragmento Ncol-AyaL de 227 pb (0.043 
pmol, 6.4 mg) marcado se incubó con las siguientes concentraciones proteicas: A. Proteína RepB (5.5,7.4 
y 9.2 pmol), R. Proteína RepBY99F (2.8, 3.5, 4.2 y 4.9 pmol), C. Proteína RepBY99S (0.9, 1.8, 3.7 y 5.6 
pmol) y D. Proteína RepB (9.2 pmol), RepBY99F (4.9 y 6.4 pmol) y RepBY99S (3.7 y 8.5 pmol). La 
incubación se realizó en el tampún B en ausencia de MnCI,, durante 30 min a t.a. Se añadió el tampón 
de carga BXGE y se analizaron las muestras cn un gel 5% PAA nativo. 
extremo 3’ con Po! IK y [cx-~‘P]~GTP. Los ensayos de uni6n se realizaron incubando 
0.092 pmol (3 ng) del fragmento marcado con dos concentraciones distintas de las 
proteínas RepB, RepBY99F y RepBY99S, manteniendo una relación proteína/DNA 
(en pmol) igual a 15 y 30. Los ensayos se realizaron como antes y las muestras se 
analizaron en un gel 5% PAA nativo. Los resultados (Fig 72A) mostraron la presencia 
de bandas de DNA retardadas en las muestras con las proteínas (algo superior con 
RepBY99S). Como control negativo se utilizó DNA de pC194cop cortado con DdeI 
(fragmentos de 38, 609, 613 y 1647 pb) y marcado en sus extremos 3’ con Po1 IK y 
[w3’P]dTl?. El DNA de pCl94cop/DdeI marcado se incubó con distintas 
concentraciones de las proteínas RepB (1.8 pmol), RepBY99F (0.7 y 1.4 pmol) y 
RepBY99S (0.5 y 0.9 pmol). Las muestras se analizaron en un gel 5% PAA nativo 
(Fig. 72B). Se observó cierta unión inespecífica de la proteína RepBY99S al DNA de 
pC194cop y sólo el fragmento mayor de 1647 pb presenta tres regiones con un 74% 
Figura 72. A. Unión de las proteínas RepB, RepBY99F y RepBY99S a la regih bbzd del dso de pLS1. 
Para realizar los ensayos se incubaron 0.092 pmol (3 ng) del fragmento marcado &wIHI-B~/II (50 pb) 
con dos concentraciones distintas de las proteínas RepB, RepBY99F y RepBY99S, manteniendo una 
relación proteína/DNA en pmol igual a 15 y 30. La incubación se realizó en el tampón B en ausencia de 
MnCI,, durante 30 min a ta., a las muestras se les añadió cl tampón de carga BXGE y se analizaron 
directamente en un gel 5% PAA nativo. H. Unión inespecífica de las proteínas RepB, RepBY99F y 
RepBY99S. DNA de pC194cq?/DdeI marcado se incub6 con las proteínas RepB (1.8 pmol), RepBY99F 
(0.7 y 1.4 pmol) y RepBY99S (0.5 y 0.9 pmol), en el tamphn B en ausencia de MnCI,, durante 30 min a 
ta. Se añadió el tampón de carga BXGE y se analizaron las muestras en un gel 5% PAA nativo. 
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de homología con los iterones de pLS1. Las proteínas RepB y RepBY99F no 
presentaron unión al DNA de pC194cop, sino que su capacidad de unión a DNA es 
específica del dso de pLS1. 
Para conocer si RepB era capaz de unirse a un oligonucleótido con la región nic 
del dso de pLS1, en ausencia de MnCI,, se realizó un ensayo con el oligonucleótido 
de 26-mer (S-GGGGCTACTACGACCCCCCCTATAGT-3’). A partir de una mezcla 
inicial del oligonucleótido marcado (7.56 pmol) y tampón B, en un volumen de 45 
~1, se prepararon seis muestras (1.26 pmol del oligo) que fueron tratadas o no con 
distintas cantidades de RepB (entre 2.78 y 13.91 pmol), en ausencia de MnCI,. Se 
realizó una incubación de 15 min a 37°C (con la excepci6n de una muestra con 9.28 
pmol de RepB que fue incubada a t.a. para ralentizar la reacción de unión) y tras 
añadir el tampón de carga BXGE, las muestras se analizaron inmediatamente en un 
gel 20% PAA nativo. No se observó ninguna banda retardada a ninguna de las 
concentraciones de proteína ensayadas (Fig. 73). Si bien el oligo usado tiene el sitio 
., . 
RepB (pmol) 0 278 4.64 9.28 13.91 9.28 
I 
I I I I I 
26-mer-u-26smsr 
Figura 73. Unión de RepB a un oligonucleótido que contiene la re@611 nic del origen del pLS1. El oligo 
de 26-mer S-GGGGCTACTACG/ACCCCCCCTATACiT-3’ que contiene el sitio de corte de RepB (/) 
se marcó en su extremo 5’. A partir dc una mezcla inicial del oligonuclcótido marcado (7.56 pmol) y 
tampbn B, en un volumen de 45 ~1, se prepararon seis muestras (1.26 pmol del oligo) que fueron tratadas 
o no con distintas cantidades de RepB (2.78, 4.64, 9.28 y 13.91 pmol), en ausencia de MnCI,. Se realizb 
una incubación de 15 min a 37QZ (con la excepción de una muestra con 9.28 pmol dc RepB que fue 
incubada a ta.) y tras añadir cl tampón de carga BXGE, las muestras se analizaron inmediatamente en 
un gel 20% PAA nativo. 
Resultados 204
de corte de RepB, la ausencia de Mn2 debería permitir solamente la unión de la
proteína al DNA sin digerirlo. Por tanto, en las condiciones ensayadas, no hemos
podido observar una unión entre este oligo monocatenario y RepB, que se hiciese
patente en un ensayo de retardo en gel.
Concluimos que la proteínas RepB silvestre y RepBY99F poseen la capacidad de
unírse específicamente al ¿¡so de pLSl. Para la proteína RepB silvestre hemos
comprobado que se une específicamente a la región bind del origen y que no se
observa unión a la región n¡c, en ausencia de Mn2t Aunque la proteína RepBY99S
se unió al ¿¡so de pLSI, de forma más acusada que las dos proteínas anteriores,
pudimos observar que manifiesta cierta actividad de unión inespecífica sobre el DNA
de pCl94cop. Por tanto, la capacidad de unión de la proteína RepB no se ve afectada
por las mutaciones introducidas. Esto era predecible “a priori” por su comportamiento
en la cromatografía de heparina-agarosa. Además, suponemos que el determinante de
especificidad para la unión de RepB a los iterones, se encuentra en la región C-
terminal de la proteína (ver Discusión).
24. LAS MUTACIONES Y99F E Y99S EN RepB NO SON
RESCATABLES EN pLS1
Una pregunta básica era saber si los genes rcpB mutantes codificaban proteínas
capaces de mantener su actividad de proteína iniciadora dc la replicación de pLSI.
Para responder a esta pregunta, se intentaron donar en pLSl las mutaciones
mencionadas arriba y ensayar el posible establecimiento de los mutantes en
S.pnewnoniac. Los clonajes se realizaron mediante un intercambio de fragmentos
Bg/1-SspI entre los plásmidos pALTJY99F o pALT7Y99S (gen repB mutado) y pLSl.
Se realizó una digestión doble del DNA de pLSl con BglI y SspI (sitios únicos en las
coordenadas 1934 y 2453, respectivamente), obteniéndose dos fragmentos de 519 y
3889 pb. Preparaciones de DNA plasmídico de pALT7Y99F y pALT7Y99S se
digirieron con los mismos enzimas, obteniéndose en este caso fragmentos de 2494,
2319, 560, 519, 438,428, 408, 234, 120 y 24 pb. Las tres digestiones se cargaron en un
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gel preparativo 1% agarosa y se real izó la extracción de los dos fragmentos de pLS 1
y de la banda de 519 pb de los plásmidos mutantes (ya que dentro de este fragmento
se encontraba la mutación previamente creada). A continuación, se realizó una
ligación del fragmento grande de pLSI/Bgll-Sspl (3889 pb) con los fragmentos de 519
pb mutados y no mutados (reconstituyendo en este caso un pLS1 normal como
control). Una vez conseguida la ligación de los fragmentos, se transformó un cultivo
competente de S.pneurnoniae y se seleccionaron los transformantes en medio sólido
con Tc. Sólo se obtuvieron transformantes en el caso del pLSi normal reconstituido
(3.5 x i0~ transformantes/mí). La transformación con los fragmentos mutados, se
repitió dos veces más, pero no se obtuvieron transformantes.
habría que señalar que, aunque la proteína RepBY99F presenta cierta actividad
(corte/cierre) residual sobre oligonucleótidos en ensayos in vftro, ninguna de las dos
proteínas mutantes (RepBY99F y RepBY99S) muestra actividad in vitro sobre DNA
superenrollado, ni hemos podido obtener un sistema in vivo en el que estas proteínas
mutantes sean funcionales. El hecho de no haber conseguido pasar las mutaciones
introducidas en Tyr99 al replicón pLSl, nos sugiere que este residuo tiene un papel
esencial en la actividad replicativa de RepB. Y como hemos comentado
anteriormente, este residuo podría estar implicado en la unión covalente al DNA, ya
que el grupo -OH de Tyr99 podría realizar el ataque nucleofílico sobre el enlace
fosfodiéster del DNA.
DISCUSION
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1. ORIGEN DE REPLICACIÓN DEL PL SMIDO pLSI
El trabajo realizado en esta Tesis se ha centrado en el estudio de las
interacciones que se producen entre la proteína iniciadora de la replicación del
plásmido pLSI (proteína RepB) y su origen de replicación de doble hebra (¿¡so). Para
pLSl, se ha podido delimitar in vivo, la región mínima que contiene un origen
funcional necesario en cts para la replicación del plásmido, dentro de un fragmento
de 247 pb (coordenadas 402-648), que comprende las Horquillas 1 y II, y las tres
repeticiones directas (iterones), localizadas a 84 pb de distancia del sitio de corte de
RepB (situado en el lazo monocatenario de 14-1) (Fig. 74A). Asimismo hemos
demostrado que, Pi vitro, la región mínima sensible a RepB puede reducirse a un
fragmento de 181 pb (coordenadas 320-505) que contiene las Horquillas 1 y II. Sin
embargo, esta región donada por separado en un vector compatible con pLS1 no fue
suficiente para mostrar incompatibilidad hacia pLSl, al igual que ocurrió cuando se
clonó una región con los tres iterones del plásmido, a los cuales se une in vhro la
proteína RepB. Por tanto, el ¿¡so se puede separar física y funcionalmente en dos
regiones distintas: la región bind, que incluiría los tres iterones a los cuales se une in
vitro la proteína RepB, y la región nL, donde la proteína introduce un corte en el
DNA entre los nt G (448) y A (449) (de la Campa et al, 1990). Ambas regiones se
encuentran separadas por 84 pb, y sólo la presencia de un ¿¡so entero de pLSI en un
replicón compatible, reveló una incompatibilidad débil hacia pLSl, como se espera
para un origen [uncional.
Al igual que en el caso de pLSl, el origen de replicación de la hebra(+) [¿¡sou
orí(+)] de los fagos filamentosos (fi, fd y M13) se encuentra situado en una región
intergénica y posee una estructura bifuncional, que en este caso consta de un dominio
A, que constituye el núcleo central o ‘core” del origen y un dominio B, formado por
una secuencia adyacente rica en A±T (Fig. 74B). El dominio A o “core’ de
aproximadamente 45 nt está formado por los palíndromes D y E (Dotto et al, 1984)
que contienen cuatro repeticiones de secuencia 5’-TGGAC-3’ (a y ¡3) o 5’-TGGAAC-
3’ (‘y y 5) en direcciones alternas. Las repeticiones ~, ‘y y a constituyen el sitio de unión
de la proteína gp” (Horiuchi, 1986; Greenstein y Horiuchi, 1987), mientras que la
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Figura 74. A. Secuencia y posibles estructuras secundarias del DNA de pLSl en las que se localiza el dso
del plásmido. Se indican los bordes de las deleciones A24 y AA4 que delimitan el origen, las Horquillas
1 y II, los tres iterones (11-13), cl codón de iniciación del gen CopO y el sitio de corte de la proteína RepB
(448/449). En la base de la 1-lorquilla 1 se muestra la secuencia consenso de orígenes y promotores de
DNAs fágicos (caja; Kornberg y Baker, 1992) II. Panel superior: secuencia de nt de la región del
origen( -í-) del fago fi. Se indica eí sitio de corte de la proteína gpll (entre los nI 5780 y 5781) con una
flecha y se define cuino posición 0. Se dibujaron dos horquillas para indicar las dos secuencias
palindrómicas 1~1 y lEí. Según el autor (Horiuchi, 1986), esto no significa que tales estructuras se [orinen.
Entre paréntesis se indica una substitución de base encontrada en el fago MB. 8e muestran las regiones
correspondientes a los dominios A y B del origen. Panel inferior: secuencia correspondiente al dominio
A o “core” del origen del bacteriófago fi. Con una flecha vertical se indica eí sitio de corte de la proteína
gplI. Dos corchetes muestran la secuencia de DNA protegida de la digestión con DNasa 1 por gpll en los
complejos 1 y 11. Mediante flechas horizontales se han señalado las secuencias repetidas a, ~, ‘y y 8. Figura
tomada de Higashiíani ct al (1994).
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repetición es necesaria para la terminación de la replicación aunque no para la
Iniciación (Dotto et al, 1982). El sitio de corte de la proteína gpIl se sitúa en el lazo
monocatenario del patíndrome D y se determinó entre los nt T (5781) y A (5782)
(Meyer a al, 1979). El dominio B de aproximadamente 100 pb contiene tres sitios de
unión para el factor de integración de huésped de E.coli (IHF; Oreenstein et al, 1988)
y constituye un activador o “enhancer” de la replicación, ya que potencia la replicación
aproximadamente lOO veces (Dotto d al, 1984>. Dentro de este grupo de fagos, habría
que comentar que el fago filamentoso IKe (Peeters el al, 1985) que posee la misma
organización genética de los fagos Ff y una gran conservación de secuencia dentro del
dominio A del origen y de la proteína gpII, no presenta una secuencía de nucleótidos
homóloga al dominio B, lo que sugiere que la replicación del DNA de IKe no
requiere un “enhancer” de replicación (Peeters ci’ al, 1986; Baas y Jansz, 1988).
El origen de replicación de los fagos isométricos (~X174, G4) o de los plásmidos
de la familia de pTl8l se encuentra situado dentro de la región que codifica para la
proteína iniciadora de la replicación (gen A o rcpC). La región del origen del fago
~X174 y relacionados está constituida por 30 nt conservados situados dentro del gen
que codifica para la proteína GpA. El sitio de corte se localiza entre los nt G y A en
las posiciones 7 y 8 de la región de origen (Langeveld ci’ al, 1978) y se encuentra
situado al comienzo de una región rica en A±T,con el palíndrome TATTAATA (Fig.
74C). Se ha demostrado que OpA es capaz de cortar un oligonucícótido sintético que
contenga los primeros 10 nt de la región del origen (van Mansfeld a al, 1980). Sin
embargo, para el corte de GpA sobre una molécula de DNA superenrollada
(I-Ieidekamp a al, 1981; Fluit ci’ al, 1984) o sobre ssDNA en presencia de SSB (van
Mansfeld et al, 1986) son suficientes y necesarios los primeros 27 nt de la región del
origen. La región del origen de ~X174 y fagos relacionados se podría dividir en tres
dominios: la secuencia de reconocimiento de la proteína GpA (nt 2-9), una región
espaciadora rica en A±Tque tolera algunas substituciones de nt (nt 10-17) y la
secuencia clave de unión de OpA (nt 18-27) (Baas y Jansz, 1988).
A diferencia de lo que ocurre en pLSl, donde las regiones bind y nL del origen
de replicación se encuentran separadas por unas docenas de pb, en pTl8l o pC221,
la región que contiene el sitio de corte de RepC o RepD y su sitio de unión son
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Figura 74. C. Origen de replicación del bacteriófago #X174. Secuencia del DNA de ~X174entre los nt
4299 y 4328, con sus diferentes dominios funcionales. L-a flecha indica la secuencia de corte de la proteína
del gen A. El origen completo de 30 pb es necesario y suficiente para la replicación del DNA bu vivo
mediante círculo rodante y para cl empaquetamiento dcl DNA. L-a terminación tiene lugar en los primeros
24 pb de la región del origen. Figura tomada de Baas y Jansz (1988). 0. Estructura del dso del plásmido
pTlSl. L-a región del origen contiene tres pares de repeticiones invertidas. IR-II está conservada entre íos
miembros de la familia de pTl8l., y contiene el sitio de corte de la proteína RepG (“nick site”), que se
muestra en la configuración cruciforme. IR-hl contiene el determinante de especificidad que varía entre
los distintos plásmidos. La región protegida por RepC en los estudios (le “boj printing” se indica en
negrita. Figura 1(1112¿ida de Rasooly cÚ al ( 1994a).
contiguas. El ¿¡so de ambos plásmidos, situado dentro de la sectiencia que codifica
para la proteína iniciadora, consta de tres pares de repeticiones invertidas (IR-l, IR-
II e IR-Ilí) (Fig. 74D; Gennaro el al, 1989). El sitio de corte de las proteínas RepC
y RepI) se ha localizado en la repetición IR-II, conservada entre todos los miembros
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de la familia de pTl8l. Ambas proteínas introducen un corte entre los nt T y A
(coordenadas 70/71 en pTl8l y 1273/1274 en pC221; Koepsel ci’ al, 1985; Thomas ci’
al, 1990), situados en el lazo monocatenario de la estructura formada por IR-II. Los
otros dos elementos (IR-I e IR-lil) son diferentes entre los distintos miembros de la
familia. La repetición IR-hl constituye el determinante de especificidad de
reconocimiento del origen por la proteína iniciadora de replicación (Wang ci’ al,
1993); la función de IR-I es hasta el momento desconocida.
Una de las características más relevantes del ¿¡so de pL-Si, respecto a otros
plásmidos o bacteriófagos que poseen el mismo mecanismo de replicación RC, es la
presencia de iterones en la región bin¿¡ del origen. La presencia de iterones en el
origen de replicación es típica de algunos plásmidos con replicación tipo theta (Pl,
F, RK2, etc). En estos casos, la unión de las proteínas Rep a los iterones junto con
la unión de la proteína DnaA a sitios específicos del DNA, van a favorecer la
apertura de la doble hélice en la región rica en A±T.La mayoría de las proteínas
Rep de estos plásmidos, que presentan iterones tanto en la región del origen como
en otras zonas más alejadas de éste, reprimen transcripcionalmente su propia síntesis
mediante la unión a iterones e interacciones proteína-proteína, que al interaccionar
entre sí pueden causar un impedimento estérico (“looping”, Pal y Chattoraj, 1988;
“handcuffing”, McEachern ci’ al, 1989> que bloquee la iniciación de la replicación. En
el caso de pLSI, los iterones 50fl el sitio de unión de RepB in vitro aunque, in vitro,
La relajación de DNA superenrollado por RepB no requiere la unión previa de la
proteína a esta región (Fig. 31). Hasta el momento, el papel de los iterones in VIVO
no está muy claro: se sabe que son esenciales para la replicación del plásmido, ya que
tras la deleción de los iterones no se obtuvo ningún transformante en S.pnewnoniae.
Sin embargo, se demostró que esta región donada por separado en un replicón
compatible no fue suficiente para mostrar incompatibilidad hacia pLSl. Nosotros
pensamos que aquellas moléculas de RepB que se encuentren unidas a los iterones
tendrán más ventajas para localizar y reconocer su sitio de corte en la Horquilla 1,
que la moléculas que no se hayan unido previamente (veáse más adelante). Por otro
lado, la unión de RepB a los iterones podría ser un requisito para la generación de
1-1-1, de un modo similar a lo que ocurre en pTi8l, donde se ha demostrado que
RepC promueve la extrusión del elemento cruciforme IR-II (Noirot ci’ al, 1990).
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El hecho de que hasta el momento no se haya podido conducir replicación de
plásmidos recombinantes que lleven donado el ¿¡so de pLSl, suministrando RepB en
trans, sugiere la posibilidad de que existan otras secuencias de DNA alejadas del
origen, que puedan influir en cis en la función normal del ¿¡so en el proceso
replicativo. A diferencia de lo que ocurre en los fagos filamentosos (Dotto ci’ al, 1984)
y en el plásmido pKYM (Yasukawa et al, 1994), que poseen un “enhancer” de
replicación dentro de la región del origen, en pTl8l se ha determinado un elemento
de secuencia llamado cn-zp que actúa en cis y se encuentra situado aproximadamente
a 1 kpb del origen (Gennaro y Novick, 1986). Los autores (Gennaro y Novick, 1988)
proponen que el elemento crnp actúa en el paso de iniciación, estimulando
directamente la función del origen y afectando exclusivamente a la eficiencia de unión
iniciador-origen, sin modular la expresión de la proteína iniciadora RepC. Otra
explicación para el hecho de no poder conducir replicación de plásmidos
recombinantes que contengan el ¿¡so de pLS1, podría ser que en estos plásmidos no
se extruya la Horquilla 1. Otros intentos realizados para conducir replicación de pFX2,
suministrando en trans la proteína RepB de pLSI o en la situación inversa, conducir
replicación de pL-Sl suministrando en trans la proteína RepX de pFX2, también
resultaron fallidos. Esto nos dirige otra vez a la hipótesis de la existencia de algún
“enhancer” de replicación o de un requerimiento específico de la proteína Rep de
cada plásmido que estimule la replicación. Por supuesto, no se puede descartar que
las pequeñas diferencias entre los iterones de pLS1 (5’-TCGGCGACITF-3’) y pFX2
(5’-TCGCCAACGTIT-3’) no sean la causa del fallo en la conducción de la
replicación de ambos plásmidos. En los ensayos de incompatibidad in vivo, cuando
ambos plásmidos se encontraban en una misma celula, el plásmido menos favorecido
(en términos de reducción del número de copias o pérdida plasmídica) siempre
resultó ser pLSl. Una explicación, aunque meramente especulativa, sería pensar que
pLSI carece de un locus cnzjf (empleando el término de pTl8l) y por tanto estaría
en desventaja frente a un plásmido en-ipX Aunque la deleción del fragmento EcoRI
B que existe en pL-Sl no influye en sus características replicativas (del Solar ci’ al,
1987a), si suponemos que en este fragmento se encuentra el elemento “cmp” (por
ejemplo, dentro del gen ¡nob), sería interesante conocer qué ocurre cuando se
encuentran en una misma célula el plásmido pLSi y su parental, pMV 158. También
habría que considerar que la estabilidad y frecuencia en la generación de la estructura
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cruciforme del ¿¡so, podría estar favoreciendo especialmente a pFX2 en la utilización
de ambas proteínas de replicación. Un dato seria que el valor calculado para la
energía libre de la estructura del 1w de pFX2 es más negativo (áG=-37.8 kcal), y
por tanto, más favorable a su formación, que el obtenido para H-I de pL-Sl (áG=
-29.8 kcal) (los cálculos se realizaron para RNAs de secuencia equivalente al ¿¡so
según Tinoco ci’ al, 1973).
La distribución y frecuencia de nucleátidos que rodean la región nic del ¿¡so de
pLSl (Fig. 75) nos muestra la presencia de una secuencia rica en G+C alrededor del
sitio de corte por RepB (nt 448/449), flanqueada por secuencias ricas en A+T. Se ha
considerado que este tipo de distribución es importante en la generación de
estructuras cruciformes (Bowater a al, 1991), y sobre DNA superenrollado de pL-Sl
se ha mapeado una estructura cruciforme en esta zona, la Horquilla 1, mediante
sensibilidad a nucleasa 51 (Puyet a al, 1988). La presencia de este tipo de estructuras
cruciformes en el origen de replicación se ha determinado iii vivo e iii vitro para
pTlSl (Noirot ci’ al, 1990) y en base a datos genéticos, se ha propuesto su existencia
en la región nic de pC194 (Michel y Ehrlich, 1986). Sin embargo, este tipo de
estructuras cruciformes no parecen requerirse para la iniciación cíe la replicación de
pUBlIO (Alonso el al, 1988). Como ya se ha indicado, el sitio de corte de la proteína
GpA del fago ~X174 se encuentra situado junto a una región rica en A±T,pero no
forma parte de ninguna estructura secundaria. Se ha demostrado que el DNA
superenrollado contiene regiones de desnaturalización local, particularmente en zonas
ricas en A+T (Jacob ci al, 1974), lo cual facilitaría la entrada de GpA al origen de
~X174. En el caso de los fagos filamentosos Ff, existen dos posibles estructuras
secundarias, palindromes D y E, dentro del dominio A del origen, aunque esto no
significa que se formen necesariamente. El hecho de que la repetición a, que se
encuentra en el posible tallo del palíndrome D, no sea necesaria para la iniciación de
la replicación aunque sí en la terminación (Dotto ci’ al, 1982) podría indicar que la
generación del palíndrome D no es necesaria para la iniciación de Ñ replicación de
los fagos Ff.
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Figura 75. Distribución de la frecuencia de nucícótidos en el dso de pLSl entre las coordenadas 40<) y 500.
Se observa que cl sitio de corte de la proteína RepE (flecha) se encuentra situado dentro de una región
central rica en G+C, que está flanqueada por secuencias con un alto contenido en A y T.
En la secuencia que constituye el ¿¡so de pLSl, predicciones por ordenador,
muestran la presencia de dos centros de curvatura en esta región hacia las
coordenadas 415-420 y 565 (Fig. 76), localizadas “corriente arriba’ de H-I y ‘corriente
abajo’ de los iterones. Mediante ensayos de retardo en gel y de permutación circular
(Pérez-Martin el al, 1988), se ha determinado la existencia de una curvatura intrínseca
compleja en el DNA de esta región que podría acercar ambas regiones del origen,
facilitando la actuación cíe RepB, unida a los iterones, sobre su sitio (le corte. La
existencia de dos curvaturas intrínsecas, cuyos centros de curvatura se localizarían
alrededor de las coordenadas 380 y 460-470 (“corriente arriba” de 1-1-1 y en la
secuencia comprendida entre 1-1-1 y los iterones, respectivamente; Fig. 35), se
encuentra avalada por la presencia de series (A-’l’)~ con una periocidad aproximada
de 10 pb y la característica distribución de bandas de hipersensibilidad a DNasa 1 y
el patrón de “footprinting” con el radical hidroxilo (de la Campa ci al, 1990). Las
curvaturas en el 1)NA pueden constituir sitios de reconocimiento para las proteínas
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de replicación en el origen, como ocurre en el fago > y el virus SV4O (Zahn y Battner,
1985a; Ryder ci’ al, 1986); o pueden ser inducidas o incrementadas por la unión de las
proteínas de replicación al origen, como ocurre en el plásmido R6K (Mukherjee ci’
al, 1985) o en el fago x (Zahn y Blattner, 1985b). Para pTl8l se mostró la existencia
de una curvatura intrínseca en el origen de replicación, que se veía incrementada tras
la unión la proteína RepC al origen (Koepsel y Khan, 1986). Debido a que esta
curvatura se presenta de forma inusual dentro de un segmento rico en G+C, los
mismos autores indican que otra posible explicación sería la formación de una
estructura cruciforme dentro del origen, ya que se ha comprobado que este tipo de
estructuras manifiesta una movilidad electroforética anómala similar a una curvatura
(Gough y Lilley, 1985). Sin embargo, estructuras cruciformes no se forman en DNA
lineal. Posteriormente, se ha comprobado la existencia, tanto in vivo como in vitro, de
estructuras cruciformes en el ¿¡so de pT181, cuya extrusión se ve favorecida por la
unión de la proteína RepC (Noirot ci’ al, 1990).
El estudio de la organización genómica de plásmidos que replican mediante RC,
ha puesto de manifiesto que la mayoría de los orígenes de replicación de estos
plásmidos se encuentra situado entre unidades de transcripción divergentes y en algún
caso entre unidades paralelas, pero nunca entre unidades convergentes (Novick, 1989).
Como se ha sugerido (Liu y Wang, 1987) que entre unidades de transcripción
divergentes se acumulan vueltas de superenrollamiento negativo, un exceso de tensión
superhelicoidal negativa podría incrementar la función de un origen situado entre
promotores divergentes y por el contrario, un exceso de tensión superhelicoidal
positiva seria inhibitorio (Novick, 1989>. En el caso de pL-Sl, el ¿¡so se encuentra
situado entre dos promotores divergentes: ~ a partir del cual se transcribe el operón
cop-rep y P,, localizado “corriente arril)a” dcl ¿¡so y a partir del cual se transcribe el
RNA 1. Pensamos que las ondas de transcripción podrían producir una tensión
torsional suficiente sobre el ¿¡so para facilitar la generación de la Horquilla 1.
Una última característica que podemos señalar sobre el ¿¡so de pL-Sl, es la
presencia de la secuencia consenso de orígenes y promotores de DNAs fágicos (5’-
ATAGTG-3’; Kornberg y Baker, 1992) en la base de la estructura tallo-lazo que
forma 11—1 (Fig. 74A). No se conoce sí este hecho posee alguna importancia evolutiva
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Figura 76. Predicción por ordenador de las curvaturas intrínsecas presentes en la región del dso de pLS1,
entre las coordenadas 350 y 607. La caja pequeña indica la posición de la coordenada 350.
que pueda relacionar al pL-Sl con los colifagos de ssDNA, o corresponde simplemente
a una similitud producida al azar. Hay que señalar además, que no se han encontrado
homologías significativas entre el ¿¡so de pL-Sl y los bacteriófagos M13 o ~X174,o con
otras familias de plásmidos RC.
2. RepE, PROTEÍNA INICIADORA DE LA REPLICACIÓN DE pLSl
Previamente, se había demostrado que RepB poseía actividades de topoisomerasa
tipo 1-5’ y de endonucleasa específica de sitio (de la Campa u al, 1990>. En el
presente trabajo se ha realizado un estudio más detallado de los requerimientos de
la proteína RepB en sus actividades de corte/cierre y de transferencia de hebra.
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RepB, como correspondería lógicamente a una proteína iniciadora de la
replicación por el mecanismo RC, es capaz de actuar en trans, como se comprobó en
ensayos de complementación in vivo con dos derivados de pL-Sl que carecen de un
gen repB funcional, pJS4 (del Solar et al, 1993b) y pL-SIAAI5. Existen otras proteínas
Rep que, ití vivo, parecen actuar primariamente en cis, como ocurre con las proteínas
RepA del plásmido Rl (Kollek «r al, 1980) y GpA de ~X174 (Tessman, 1966). Sin
embargo, se ha demostrado que las proteínas RepC y RepF de los plásmidos pliS]
y pE194, respectivamente, son activas en trans (Gennaro ci’ al, 1989; Sozhamannan et
al, 1990).
Mediante ensayos de equilibrio de sedimentación se pudo determinar la masa
molecular de RepB, que se corresponde aproximadamente a la de un hexámero. Sin
embargo, las proteínas Rep de los plásmidos de la familia de pTl8l son homodímeros
en solución (Thomas ci’ al, 1990; Rasooly ci’ al, 1994b). Las dos proteínas Rep de los
plásmidos de la familia de pCl94 que han sido purificadas son monómeros en
solución; la proteína RepK codificada por el plásmido pKYM también se une al ¿¡so
como monómero (Ozaki ci’ al, 1994), pero en el caso de pUBlIO se requieren
aproximadamente seis protómeros del heterodímero RepU-.RepU* (donde RepU* es
la subunidad inactiva) para la unión al ¿¡so (Múller ci’ al, 1995).
Una característica diferencial del gen repB de pL-Sl, es que no se encuentra
precedido por una secuencia Shine-Dalgarno, sino por un sitio atípico de unión a los
ribosomas (secuencia a.r.b.s., 5’-ATUFCT-4 ó 5 nt-TATA-9 ó 10 nt-ATG-3’; Lacks ci’
al, 1986), que también se ha encontrado entre otros, en el gen estructural de la DNA
metilasa DpnII de S.pnewnoniae (Mannarelli a al, 1985). Sin embargo, los plásmidos
de la familia de pllSl (Projan y Novick, 1988) y la mayoría de los plásmidos
pertenecientes a la familia de pLSI, con la excepción de pE194 y pADB2OI (Villafane
ci’ al, 1987; Bergemann a al, 1989), presentan una secuencia Shine-Dalgarno
precediendo al gen rep. Hay que señalar que en el gen repB existe un segundo codón
AIG en la coordenada 949 de pL-Sl, precedida en este caso por una posible secuencia
Shine-Dalgarno (5’-GGAGTG-3’; de la Campa ci al, 1990). A partir de este segundo
codón AIG se podría sintetizar un polipéptido RepB*, de forma similar a lo que
ocurre con la proteína (JpA* de #X174 (Colasanti y Denbardt, 1987). La proteína
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RepB* se pudo expresar en E.coli, empleando el plásmido pL-SI9AN, como una
proteína de aproximadamente 20 kDa, resultado de la deleción de los primeros 32
codones del gen rcpB de pL-Sl. La expresión se realizó utilizando la putativa secuencia
Shine-Dalgarno de pL-Sl, ya que el clonaje se hizo en en un vector que no contenía
ninguna posible secuencia Shine-Dalgarno precediendo la secuencia de pLSI. Sin
embargo, pudimos comprobar que, por lo menos en S.pneumoniae, esta putativa
RePB* no fue suficiente para conducir in vivo la replicación del plásmido pLSIAAi5,
que carecía del primer codón AIG del gen repB (del Solar ci’ al, 1993b). Como ya
hemos demostrado, este plásmido sólo se pudo establecer en S.pnewnoniae cuando
se le suministró en trans la proteína RepB codificada por el plásmido pL-Sl (de la
Campa ci’ al, 1990; del Solar ci’ al, 1993b). En el caso de ~X174, la proteína GpA*
corta el ssDNA de ~Xi74 preferentemente en el origen de replicación (Langeveld ci’
al, 1979), y al igual que GpA, se une covalentemente al extremo 5’ del DNA en el
sitio de corte (van Mansfeld ci’ al, 1980) y posee actividad de cierre (Eisenberg y
Finer, 1980). Sin embargo, GpA* no puede producir una desnaturalización parcial del
origen en la iniciación de la replicación (van Mansfeld ci’ al, 1980), y no es esencial
para la reproducción de ~Xl74 (Baas ct al, 1987). Además, inhibe la replicación del
DNA de E.coli, con lo cual moviliza los factores de replicación del huésped para la
replicación del fago y puede estar implicada en un cambio eficiente del estadio de
replicación II (reproducción del DNA viral) al III (encapsidación y liberación de las
partículas virales) (Baas ci’ al, 1987; Colasanti y Denhardt, 1987). En el gen rcpU del
plásmido pUBlIO también se han descrito dos residuos de Met precedidos de
secuencias Shine-Dalgarno, pero se ha comprobado que la proteína RepU se traduce
sólo a partir de la primera Met del gen rcpU (Maciag ci al, 1988).
Entre las proteínas Rep de los plásmidos RC no se han encontrado motivos
típicos de unión a DNA, aunque en la proteína RepB de pLSI si se ha descrito un
putativo motivo de cremallera de leucinas (LZ) (Fig. 77; de la Campa ci’ al, 1990):
S7QVRKKIKL77LLGEKSL84AMVQVVL91NVEN MYL%YL-IHES
El motivo LZ se ha descrito como un motivo de dimerización de varios factores de
transcripción cucarióticos (Landschultz ci’ al, 1988) y se caracteriza por una repetición
de 4-5 leucinas cada 7 residuos, de tal forma que las Leo se alinean en una cara
común cada segunda vuelta de 4/3 de a-hélice. Por lo general, este motivo lleva
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asociado en posición amino, un dominio de unión a DNA que es rico en aa basicos
(Landschultz ci’ al, 1988), auncíue existen casos en los que la región básica se
encuentra alejada del motivo LZ o ausente (Busch y Sassone-Corsi, 1990; Ron y
Habener, 1992). El motivo LZ de la proteína RepB de pL-Si presenta 4 Leu cada 7
residuos y no se encuentran residuos de Pro o Gly, que desestabilicen la a-hélice, con
la excepción de una Gly situada a tres residuos de la primera Leu. En posición amino
del motivo LZ se encuentran algunos aa básicos (Arg y L-ys), aunque no parecen
constituir una región básica significativa de unión al DNA. Predicciones estructurales
sobre la proteína RepB (programa PEPPLOT) atribuyen la formación de una a-hélice
o hélice extendida en esta zona. Algunas de las proteínas Rep de plásmidos con
replicación tipo theta presentan motivos LZ, que afectan a la activación del origen de
replicación (como ocurre en el plásmido R6K; Miron ci’ al, 1992), al número de copias
del plásmido (como en pSClOl; Ingmer y Cohen, 1993) o a la eficiencia de unión de
la proteína a su operador y al rango de huésped (como en pPS 10; García de Viedma,
1994).
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Figura 77. Posible motivo de Leu-zipper presente en la proteína RepB de pLSI. Proyección del motivo
LZ a lo largo del eje de la a-hélice, se indica la posición de los residuos de Leu en la estructura, tomando
como posición 1 a la primera Leu del motivo LZ.
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Comparando la secuencia completa de aa de RepB con secuencias de proteínas
presentes en el Banco de Datos P.I.R., sólo se encontró una homología baja,
aproximadamente un 20% de identidad, con la proteína P3 del fago ~29, la proteína
de replicación del DNA del fago 14, la DNA polimerasa del fago 5P02 y la DNA
primasa de Salínonella íyphirnuriurn. Tampoco se observó una homología significativa
con las proteínas Rep de otras familias de plásmidos RC o con las proteínas
iniciadoras de ~X174 o M13. Como se ha comentado previamente, Ilyina y Koonin
(1992) han establecido la existencia de tres motivos conservados entre las proteínas
Rep iniciadoras de la replicación y las proteínas Mob, implicadas en la transferencia
conjugativa del DNA. Las proteínas Rep de los plásmidos de la familia de pTl8l
presentan una región central conservada, donde se ha localizado la Tyr implicada en
la unión covalente al DNA (Thomas ci’ al, 1990) y una región divergente en el
extremo C-terminal, donde se ha localizado el determinante de especificidad de unión
al ¿¡so (Wang ci’ al, 1992; Dempsey ci’ al, 1992; Thomas ci al, 1995). En la familia de
pLSI, como se discutirá más adelante, se han encontrado motivos de aa conservados
en las regiones N-terminal y central, y un mayor grado de divergencia en la región C-
terminal, lo cual nos hace suponer que la región N-terminal estaría implicada en las
actividades de corte/cierre y el extremo C-terminal en el reconocimiento de los
iterones (del Solar ci’ al, 1993c).
Tanto en este trabajo como en estudios previos (de la Campa ci’ al, 1990) se ha
demostrado que la actividad de corte/cierre o topoisomerasa tipo 1-5’ de RepB,
aunque no la de unión a la región bind, es dependiente de la presencia de Mn2~ en
la reacción. La concentración óptima de Mn2~ se estableció en 20 mM y no se obtuvo
ninguna actividad detectable de la proteína en presencia de otros cationes. Pudimos
comprobar que la actividad de cierre de RepB se inhibe en presencia de 250-300 mM
KCI en el tampón de reacción. Nosotros pensamos que el Mn2~ contribuye a la
estabilidad de la proteína frente al calor, facilitando una disgregación proteica o
produciendo un cambio conformacional en la proteína, al unirse a su centro activo.
Para la proteína RepD de pC22l, se ha postulado que los iones Mg2~ podrían
estabilizar la fornia dimérica de la proteína, modulando su interacción con el origen
y por tanto, la eficiencia de replicación (Thomas ci’ al, 1995). Conviene recordar que
el motivo 2 de las proteínas Rep (XpHUHuUUX, donde U representa un residuo
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hidrofóbico y X, cualquier residuo) descrito por Ilyina y Koonin (1992), que se
corresponde con el motivo KKAHYHVLY de la región R-III de RepB, podría estar
implicado en la coordinación de iones metálicos. No obstante, conviene considerar la
existencia del motivo “DKD” en la región R-1l de RepB, que podría ser similar al
motivo ‘VID” (dos Asp juntos o separados por un residuo) presente en la región II
de la proteína TraL y que supuestamente estaría implicado en la coordinación de iones
metálicos, concretamente, se ha descrito como motivo de unión a Mg~’ (Argos, 1988;
Pansegrau ei’ al, 1994). Las proteínas Rep de los plásmidos pTl8l y pC22l requieren
Mg2~ para su actividad y se ha comprobado que en estas proteínas, el Ba2~ permite el
corte, pero no el mantenimiento de un enlace covalente estable ni la religación
(Koepsel et al, 1985; Thomas ci’ al, 1990). En el caso de la proteína gpll del fago fd,
los cationes divalentes Ca2~ y Ba2~ inhiben la actividad de cierre de moléculas FI
previamente cortadas por la proteína, y curiosamente, el Mn2* extiende la reacción de
corte de gplI a las dos hebras del DNA fágico, obteniéndose como producto DNA
lineal (Meyer y Geider, 1979).
Es un hecho comprobado que para la replicación RC del DNA plasmídico o
fágico se requiere preferentemente un sustrato de DNA negativamente superenrollado
(Marians ei’ al, 1977; Meyer y Geider, 1979; Noirot ci’ al, 1990), lo cual también se ha
demostrado para pL-Si en ensayos de replicación in viti-o (del Solar ci’ al, 1987a). Sin
embargo, los requerimientos de sustrato para las actividades de unión y corte/cierre
varían entre las distintas proteínas Rep. Según hemos comprobado, RepB actúa sobre
DNA plasmidico superenrollado (formas FI, donde como veremos más adelante, es
importante el grado de superenrollamiento) y es capaz de cortar, unir e intercambiar
entre sí, oligonucleótidos monocatenarios. Sin embargo, RepB no presenta actividad
endonucleásica detectable sobre dsDNA lineal y DNA circular relajado (formas FI’).
Mediante ensayos de retardo en gel, hemos comprobado L unión de RepB a los tres
iterones del origen sobre dsDNA lineal, observando la aparición de varios complejos
proteína-DNA (Hg. 71), cuya significación no se ha analizado con detalle. Sin
embargo, no hemos observado unión de RepE a un oligonucleótido monocatenario
que contenga la región nic, aunque en presencia de SSB, RepB sí mantiene su
actividad de corte (Hg. 47). La proteína RepC de pTl8i posee actividad de corte, in
vii’ro, sobre dsDNA (superenrollado o lineal) o sobre ssDNA (Koepsel y Khan, 1987).
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En este último caso, RepC introduce cortes en otros sitios secundarios pero, en
presencia de SSB, los sittos secundarios (y no el sitio específico en el ¿¡so) son
protegidos del corte por RepC (Koepsel y Khan, 1987). Aunque se sugirió que las
formas relajadas del DNA de pTlSl podrían ser sustrato de replicación en ensayos
iii viti-o (Khan ci’ al, 1981), posteriormente se ha postulado que la unión de la proteína
RepC al origen favorece la formación de una estructura cruciforme sobre DNA
superenrollado, esencial para la replicación del DNA de pTl8l (Noirot ci’ al, 1990).
Hemos comprobado que la proteína RepB, in vitro, puede relajar DNA
superenrollado o cortar oligonucleótidos monocatenarios que no contienen la región
bind del origen de pLSl. Por tanto, la actividad de corte de RepB iii viti-o no requiere
una unión previa a los iterones del origen. Sin embargo, usando oligonucleótidos
sintéticos como sustrato, se ha comprobado que la proteína gpll del fago fi requiere
la presencia de su región de unión en forma bicatenaria y su sitio de corte como
ssDNA, para que se lleve a cabo una reacción eficiente de corte (Higashitani ci’ al,
1994). Nosotros hemos comprobado que la actividad de corte de RepB es dependiente
de hebra y sitio, pero es independiente de orientación sobre DNA superenrollado
(Fig. 31). Sin embargo, hemos demostrado que la posición relativa de los iterones y
el sitio de corte de RepB en una misma cara de la hélice del DNA, es importante
para la iniciación de la replicación in vivo.
Realizando ensayos de actividad sobre oligonucleótidos monocatenarios que
contenían la región nL de pLSl, comprobamos la especificidad de secuencia y que no
se necesita la formación de apareamientos intracatenarios. Estos datos, sumados al
requerimiento de DNA específico superenrollado para la replicación de pL-Sl (del
Solar ci’ al, 1987a) y a la dependencia del grado de superenrollamiento en la actividad
de RepB (Fig. 61; Moscoso ci’ al, 1995b), nos indican que la generación de estructuras
secundarias en el origen de pL-Sl (o sea, la extrusión de la Horquilla 1) tiene como
objetivo la exposición del sitio de corte en configuración monocatenaria, esencial para
la actividad de corte de RepB (Moscoso ci’ al, 1995a).
La actividad de RepB sobre DNA superenrollado y ssDNA es dependiente de la
concentración de proteína y de la temperatura de reacción. RepB no presenta
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actividad a temperaturas inferiores a 30~C y, aunque a temperaturas superiores y
cantidades crecientes de proteína, hemos observado un aumento progresivo de los
productos Fil + FI’ generados por RepB, la reacción tendía a saturarse a
concentraciones de proteína alrededor de 40 ng. La máxima actividad de RepB,
medida como porcentaje de formas FII+ FI’ obtenidas, se obtuvo a los 600C, aunque
se observó que los mayores porcentajes de formas FI’ (productos de corte/cierre)
respecto a las formas Fil (productos de corte) se obtuvieron a 450C (Moscoso et al,
1995b). Como la generación de estructuras cruciformes depende en gran medida de
la temperatura (Bowater ci’ al, 1991), las diferencias de actividad observadas podrían
deberse al hecho de que a una temperatura dada sólo una fracción determinada de
las moléculas de DNA plasmidico tienen expuesta la Horquilla 1 y esta fracción se
incrementa con la temperatura de reacción, con lo cual el porcentaje de moléculas
potencialmente sensibles a RepB es mayor (Moscoso ci’ al, 1995b). Además, debemos
considerar el hecho de que RepB presenta una actividad de corte, ligeramente mayor
a 600C que a 370C, sobre oligos monocatenarios que carecen de posibles
apareamientos intracatenarios. Esto nos podría indicar que la mayor actividad de
RepB a 600C, se debe a una resolución de agregados proteicos a esta temperatura,
que puede condicionar el porcentaje de moléculas de RepB potencialmente activas.
En pTl8l se ha observado un incremento de extrusión cruciforme en el origen y un
aumento de la eficiencia en el uso del origen in vivo, al eliminar las estructuras
secundarias del plásmido que pudiesen competir con la formación de la estructura
cruciforme en el origen (Noirot et al, 1990). Mediante ensayos de sensibilidad a
nucleasa SI, en el plásmido pLSI se han localizado cuatro estructuras secundarias
(Puyet ci’ al, 1988): las Horquillas 1 y II dentro de la región nL del origen, la
Horquilla III, mayoritaria a 37oC y que se encuentra en la región que corresponde al
putativo terminador del RNA 1, y la Horquilla IV, que está localizada dentro del
origen de replicación de la hebra complementaria (swoÁ). La eliminación de la
Horquilla III (posible competidor de la Horquilla 1) en los plásmidos pL-SS y
pLSlA24cop7, o de las Horquillas III y IV en el plásmido pLS4, no reilejó un
incremento en la actividad de la proteína iniciadora. Las diferencias observadas en
la actividad de RepB sobre los derivados de pMVIS8 podrían deberse a diferencias
en la distribución de topoisómeros y en el grado de superenrollamiento de los
distintos derivados (Fig. 42), ya que se sabe que las formaciones cruciformes son
Discusión 224
estructuras dinámicas y transitorias que dependen fundamentalmente del nivel de
superhelicidad negativa del DNA plasmídico (Lilley, 1985). Modulando, in viti-o, el
grado de superenrollamiento del DNA plasmídico de pL-Sl y pE194, pudimos
comprobar que la actividad de RepB sobre DNA superenrollado, depende del grado
de superbelicidad negativa del sustrato (Fig. 61), probablemente por la generación o
no de la estructura cruciforme del origen (Moscoso ci’ al, 1995b). Para la proteína gpII
de los fagos filamentosos (fl,M13 y fd) se ha demostrado que la substitución de un
único aa de la proteína (Gly73—* Ada) reduce sensiblemente el requerimiento de
superhelicidad del DNA sustrato (Higashitani el al, 1992).
Mediante el uso de oligonucleótidos sintéticos hemos determinado la diana de
RepB dentro de la secuencia consenso de 9 nt: 5’-TACTACR/HC-3’, donde R es una
base púrica y II, cualquier residuo y (/) indica en sitio de corte de la proteína. En el
caso de la proteína RepD de pC22i, que introduce un corte entre los nt T (1273) y
A (1274) (Thomas ci’ al, 1990), se ha comprobado que la substitución de la T situada
a 5’ del sitio de corte reduce considerablemente la eficiencia de corte. Aunque el sitio
de corte de RepB de pL-Sl se determinó entre los nt G (448) y A (449) (de la Campa
ci’ al, 1990) como ocurre en GpA del bacteriófago ~X174 [sitio de corte entre O
(4305) y A (4306); Langeveld ci’ al, 4978], no existe una homología significativa entre
sus orígenes o en las proteínas de replicación. Sin embargo, entre ~X174 y pC194 sí
se ha establecido una relación entre sus proteínas Rep y la secuencia que rodea su
sitios de corte (van Mansfeld cl al, 1986; Gruss y Ehrlich, 1989). La secuencía situada
a 5’ del sitio de corte de RepB (5’-TACTACG-3’) es necesaria para la actividad de
cierre y nucleotidiltransferasa de la proteína, lo cual podría ser un primer indicio
sobre el papel de la proteína RepB y la secuencia del origen de pLSl en la
terminación de la replicación. Asimismo pudimos comprobar que RepB era capaz de
unir el extremo 5’-fosfato, generado como producto de la reacción de corte, con un
extremo 3’-OH nuevo, aunque fallaba en la situación inversa. Esto nos indica que el
extremo 5’-fosfato es ‘activado” de alguna forma por la proteína, activación que puede
suponer un cambio conformacional de la proteína para conservar la energía para
cerrar el corte (Moscoso ci’ al, 1995a>.
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3. INICIACIÓN Y TERMINACIÓN DE LA REPLICACIÓN MEDIANTE
CIRCULO RODANTE
Una de las diferencias más relevantes entre el mecanismo de replicación tipo
theta y la replicación RC, consiste en la necesidad por parte del primer grupo de
sintetizar un RNA cebador o primer’ que proporcione el grupo 3’-OH libre para que
comience la síntesis del DNA. En la replicación RC la situación es más simple, ya que -
la encargada de proporcionar un extremo 3’-OH libre va a ser una proteína codificada
por el plásmido o colifago, capaz de introducir un corte específico dentro del origen
de replicación en la forma superenrollada del J)NA. Una vez que se ha generado el
extremo 3’-OH libre, una helicasa codificada por el huésped podría ir desplazando la
cadena(+) parental, que sería protegida por moléculas de la proteína SSB, y
posiblemente la DNA polimerasa III sería la encargada de ir extendiendo el 3’-OH,
usando como molde la hebra(-) del plásmido (Novick, 1989). Por tanto, la hebra
parental desplazada y la cadena nueva que está siendo sintetizada quedarían unidas
covalentemente como una única molécula de DNA en las primeras etapas de la
replicación, como ocurre en el fago fd (Meyer y Geider, 1982).
El paso clave en la iniciación de la replicación es el reconocimiento del o’rigen
por parte de la proteína iniciadora y la apertura de las hebras del DNA en esta zona.
Como hemos visto anteriormente, la generación de estructuras cruciformes en el
origen es uno de los mecanismos adoptados por los plásmidos RC para exponer el
sitio de corte de la proteína Rep en configuración monocatenaria. Sin embargo, en
el ori( +) del bacteriófago ~X174 no se encuentran estructuras secundarias y, la
proteína OpA participa junto con la rep-helicasa de E.co/i en el desenrollamiento de
la hélice del DNA al inicio de la horquilla de replicación (Baas y iansz, 1988). Por
otro lado, en el fago fi se ha comprobado que la formación de una hipotética
estructura cruciforme entre las repeticiones invertidas a y 1~ no es un pre-requisito
para la iniciación de la replicación (Higashitani ci’ al, 1994). La unión de la proteína
gpll a las repeticiones fi, ‘y y & (Greenstein y Horiuchi, 1987) induce una curvatura
de la región del origen, seguida de la fusión del dúplex de DNA (Higashitani e¿’ al,
1994), con lo cual el sitio de corte queda en configuración monocatenaria y la
proteína gpll puede introducir un corte específico en el origen de replicación (Meyer
Discusion 226
et al, 1979). En pTl8l si se ha comprobado que la estructura cruciforme IR-li del
origen se forma tanto in vivo corno in viti-o, y que la unión de la proteína RepC al
origen incrementa su extrusión (Noirot el al, 1990). La unión se realiza de forma
asimétrica (Fig. 4), uno de los dímeros de RepC se une al brazo derecho de IR-Ilí;
el otro dímero cubre el brazo izquierdo y la región central de IR-Ilí y el lado derecho
de IR-II, introduciendo un corte en la hebra del DNA y uniéndose covalentemente
al extremo 5’-fosfato (Wang ci’ al, 1992, 1993). Los autores sugieren que el segmento
central de IR-IB podría servir para posicionar adecuadamente la región IR-II respecto
al brazo izquierdo de IR-hl para conseguir una interacción óptima con la proteína
(Wang ci’ al, 1992). Además, proponen la existencia de dos dominios separados de
unión al DNA, el determinante de especificidad constituido por seis residuos de la
región C-terminal y un segundo dominio de unión, localizado presumiblemente en una
región adyacente al residuo Tyr del sitio activo (Wang ci’ al, 1993); ambos dominios
podrían plegarse para generar el centro catalítico de la proteína. Basándonos en los
datos que hemos obtenido para pL-Sl, pensamos que la iniciación de la replicación iii
vivo podría seguir la siguiente serie de acontecimientos: la unión de RepB a los
iterones podría ser un requisito previo para la generación de la Horquilla 1 y para que
el DNA adopte la configuración espacial adecuada para facilitar la accesibilidad de
RepB al sitio de corte en la región monocatenaria de H-I. Hemos comprobado que
RepB requiere un sustrato superenrollado y la exposición del sitio de corte en
conformación ssDNA, y que los iterones y el sitio de corte de RepB deben localizarse
en fase, en la misma cara de la hélice del DNA. Se ha estimado que existe un dímero
de RepC de pTl8l por evento replicativo (Bargonetti ci’ al, 1993); con lo cual si la
cantidad intracelular de RepB fuese, asimismo, tan baja, aquellas moléculas de
proteína que se hayan unido previamente a los iterones tendrán más ventajas que las
moléculas que no se hayan unido, para reconocer y actuar sobre el sitio de corte (del
Solar ci’ al, 1993k Moscoso ci’ al, 1995b). La curvatura intrínseca existente entre los
iterones y el sitio de corte (Fig. 35), podría proporcionar un brazo flexible que
facilitase el acercamiento de la proteína unida a los iterones hacia el sitio de corte
(Fig. 78A) y cuya flexibilidad se vería incrementada en presencia de Mn2~ (Laundon
y Griffith, 1987). Alternativamente, se podría generar un plegamiento del DNA en
esta región curvada del ¿¡so, que localizase el sitio de corte muy cerca de los iterones
(de la Campa ci’ al, 1990) (Hg. 788). En cualquiera de los dos casos, se podría pensar
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en la formación de un complejo proteína-DNA tipo nucleosonm, cuestión que vendría
avalada por el patrón de hipersensibilidad a DNasa 1 observado tras la unión de la
proteína al DNA (de la Campa ci’ al, 1990) y por el papel esencial de los iterones en
la replicacion in vivo.
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Figura 78. A. Modelo propuesto para la unión de RepE a los iterones y la nirodueelón de un corte
específico en la Horquilla 1. B. Dibujo por ordenador basado en los programas dc PCFGLD y
MOLECULE que muestra eí plegamiento del DNA más prol)able en la región del ¿1w. 0e esta forma
el sitio de corte de la proteína RepB (indicado con una flecha) y los tres herones (línea gruesa) se
encuentran juntos (de la Campa cf al, 1990).
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La iniciación de la replicación RC comparte características con la transferencia
conjugativa del DNA (Waters y Guiney, 1993): proteínas codificas por el plásmido a
partir de genes de transferencia o movilización (proteínas Tra o Mob) introducen un
corte específico en el origen de transferencia (orifl, se unen covalentemente al
extremo 5’ de la hebra cortada y la transfieren a la célula receptora, donde será
copiada y ligada para formar una molécula de DNA plasmídico superenrollada. Sin
embargo, hay que señalar que existen otros modelos alternativos de conjugación que
implican la formación de un RNA cebador (Kingsman y Willets, 1978). La mayoría
de la proteínas Rep y Mob (o Tra), tras introducir un corte en la molécula de DNA
sustrato, quedan unidas covalentemente al extremo 5’-fosfato del sitio de corte
(Langeveld ci’ al, 1978; Thomas ci’ al, 1990; Pansegrau ci’ al, 1990; Scherzinger ci’ al,
1992). Sin embargo, para la proteína gp11 del fago fd no se ha demostrado la
existencia de un complejo covalente estable con el extremo 5’ del DNA (Meyer y
Geider, 1979) y se desconoce cuál es el mecanismo para conservar la energía del corte
para la reacción de ligación (Kornberg y Baker, 1992). Debido a que en los ensayos
realizados con pLS1 y derivados, no se pudieron detectar y capturar intermediarios
proteína-DNA covalentes estables, se pensó que la actividad de RepB podría ser
semejante a la de la proteína gpII, bien a través de un enlace fosfodiéster transitorio
o de una unión no-covalente, en la que 500 importantes las interacciones
electrostáticas y los aa cargados positivamente (Moscoso cf al, 1995a). En general, las
proteínas Rep (o Tra) se unen al extremo 5’ del sitio de corte, a través de la
formación de un enlace tirosil-fosfodiéster. Este residuo Tyr ha sido identificado para
las proteínas Rep de pC221 y pTí8l (Tyr-188 y Tyr-191, respectivamente). En la
proteína RepD de pC221 se ha comprobado que al substituir la Tyr activa por Phe
o Ser, la proteína mutante mantiene la actividad de unión al DNA, pero es incapaz
de unirse covalentemente al ¿¡so o de participar en la reacción de corte/cierre in viti-o
sobre DNA superenrollado (Thomas eta!, 1990; Dempsey cl al, 1992). En la proteína
Tral del plásmido RP4 se han identificado dos motivos (designados como 1 y III) que
están implicados en la catálisis de la reacción de corte/cierre; dentro del motivo 1 se
ha identificado el residuo de Tyr (Tyr-22) implicado en la unión covalente de Tra! al
extremo 5’ del DNA cortado, y en el motivo III se encuentra un residuo de His (His-
116) esencial para la actividad de relajación de la proteína y que podría activar el
gnipo hidroxilo de la Tyr por medio de la abstracción de un prot~n (Pansegrau ci’ al,
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1994). Un análisis mutacional reveló que tras la substitución de la Tyr-22 por Phe, la
proteína mutante conserva cierta actividad residual para el corte y la unión covalente
al DNA, pero tras el cambio de la His-1 16 por Ser, la proteína no presenta actividad
detectable de corte sobre la forma 1 del DNA (Pansegrau ci’ al, 1994). Un análisis
mutacional del gen que codifica para la proteína RepA de pC194 muestra que el sitio
activo de la proteína contiene como mínimo tres aa (Tyr2l4, Glu142 y Glu2lO) que
constituyen dos centros catalíticos no equivalentes. La iniciación de la replicación de
pC194 se produciría tras el ataque nucleofilico sobre el enlace fosfodiéster por el
grupo hidroxilo de la Tyr2l4; y el Glu 142 facilitaría el ataque uniendo y posicionando
un ¡ón metálico que neutralizaría las cargas del sustrato fosfodiéster. El otro residuo
(01u210) participaría al final de una ronda de replicación mediante una reacción de
hidrólisis (Noirot-Gros ci’ al, 1994). En la proteína GpA de ~X174 se han identificado
dos residuos de Tyr separados por tres aa (dentro de la secuencia YVAKYVNK) que
pueden funcionar de modo equivalente como aceptores de la cadena de DNA durante
la reacción de corte (van Mansfeld cl al, 1986). En un principio se propuso un modelo
en el cual ambas Tyr podrían alternar entre si las reacciones de corte y ligación, y
transferirse la molécula de DNA de una Tyr a otra (van Mansfeld ci’ al, 1986>. Sin
embargo, en un análisis posterior se comprobó que no se produce una transferencia
del DNA unido a la Tyr-343 hacia la Tyr-347 (o viceversa) sobre la misma molécula
de proteína (I-Ianai y Wang, 1993), sino que las dos Tyr de una única molécula
participan en las reacciones de corte y ligación, alternándose en la catálisis de la
transferencia de hebra, sin que la actividad de una Tyr dependa de la presencia de
la otra. En la proteína gpII del fago fd también se han encontrado dos residuos de
Tyr separados por tres aa en la secuencia RYFGFYR (Beck ci’ al, 1978) que podrían
estar implicados en la reacción de corte/cierre del DNA, aunque como ya hemos
indicado no se han encontrado complejos covalentes proteína gpIl-DNA (Meyer y
(3eider, 1979). En la proteína RepB de pL-Sl existen cuatro residuos de Tyr (en las
posiciones 14, 97, 99 y 115) que podrían ser posibles candidatos para realizar el
ataque nucleofílico sobre el enlace fosfodiéster existente entre los nt O y A del origen.
Por homologías de secuencia entre las proteínas Rep de los plásmidos de la familia
(ver más adelante) y comparación con el motivo UXXYUXhXXX, conservado entre
proteínas Rep y Mob (Ilyina y Koonin, 1992>, postulamos que el residuo de Tyr activo
de RepB estaría localizado en la posición 99 dentro de la región R-IV
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(NVENMYLYLTHESKD). Tras la substitución de este residuo de Tyr99 por Phe o
Ser, se pudo comprobar que las proteínas mutantes conservan la capacidad de unión
a los iterones del origen, y sólo la proteína RepBYQQF (cambio de la Tyr99 por Phe)
mantiene cierta actividad residual de corte/cierre y de transferasa de hebra sobre
oligonucleótidos. Esta actividad residual podría deberse al residuo de Tyr localizado
en la posición 97 de RepB o a la Tyrl 15 de la R-V, región que podría formar parte
del centro activo de la proteína. Aunque el residuo de Ser podría proporcionar un
grupo hidroxilo capaz de realizar el ataque nucleofílico sobre el DNA, el cambio
introducido en la estructura del centro activo de la proteína podría ser mayor que el
producido con la substitución por Phe, ya que el volumen específico parcial de este
residuo (Phe, 0.77 ml/g) se acerca más al valor de la Tyr (0.7 1 ml/g) que el de la Ser
(0.63 ml/g) (Laue ci’ al, 1992). Aunque no se han aislado intermediarios covalentes
RepB-DNA, se identificó el residuo Tyr99 como el responsable de realizar el ataque
nucleofílico sobre el enlace fosfodiéster del DNA.
Se ha propuesto la existencia de dos mecanismos de transesterificación enzimática
de los enlaces fosfodiéster (Mizuuchi, 1992): i) transesterificación directa (un solo
paso) entre dos moléculas sustrato, como ocurre en las transferencias de nucleótidos
catalizadas por las DNA y RNA polimerasas (Knowles, 1980; Eckstein, 1985) y u) a
través de la formación de un intermediario covalente mediante dos pasos de
transesterificación, uno para formar y otro para resolver el intermediario, como
sucede en la recombinación específica de sitio y la relajación por las DNA
topoisomerasas (Wang, 1985). El mecanismo de transesterificación se puede conocer
a través del estudio de la estereoquímica del fosfato implicado en la reacción de
transferencia; para ello, el fosfato debe ser quiral y esto se consigue substituyendo uno
de los oxígenos que no forma parte del enlace, por un átomo de azufre. Tras separar
los dos isómeros (configuración It y Sr), se realiza la transferencia de DNA y se
analiza la quiralidad del producto obtenido utilizando dos nucleasas con
estercoespecificidad por los enlaces fosforotioato en el l)NA. En cada paso de
transferencia la quiralidad del fosfato se invierte. Si la existencia de un intermediario
covalente requiere un mínimo de dos pasos de transferencia, la quiralidad del fosfato
se mantiene, como se ha demostrado en la reacción de integración del fago >
(Mizuuchi y Adzuma, 1991> o en la transferencia del DNA de ~X174 por la proteína
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GpA* (I-Ianai y Wang, 1993). Sin embargo, cuando la reacción de transferencia se
realiza en un solo paso, la quiralidad del fosfato reactivo se invierte como ocurre con
la reacción de transferencia del fago Mu (Mizuuchi y Adzuma, 1991). En este caso,
la proteína MuA, mediante su actividad endonucleásica, corta el DNA donador para
exponer los extremos 3’-OH de la secuencia de Mu; y mediante la abstracción de un
protón, activa los extremos 3’-oxígeno del DNA donador para que puedan actuar
como nucleófilos sobre el DNA receptor. El corte del DNA receptor y su unión al
DNA donador son sucesos mecanística y temporalmente inseparables (Mizuuchi y
Adzuma, 1991). Posiblemente, la proteína gpIl del fago fd actúa mediante un
mecanismo similar a la transferencia del fago Mu, ya que no se han detectado
intermediarios covalentes. Sin embargo, no se ha analizado la quiralidad del fosfato
que podría estar implicado en la unión proteína gpII-DNA. Dado que RepB podría
actuar como gpII, se diseñaron experimentos para analizar la estereoquímica del
fosfato implicado en la reacción de corte. Aunque salvando las dificultades técnicas
que se nos presentaron al realizar los experimentos, podemos decir que nuestros
resultados apuntan a la existencia de un intermediario covalente entre RepB-DNA,
que se produce de forma muy rápida, por lo que no hemos podido capturar o detectar
estos intermediarios empleando métodos más convencionales.
Al final de la ronda replicativa, una vez que se ha sintetizado la cadena(+) nueva
del plásmido, las proteínas Rep van a intervenir de nuevo en el proceso replicativo,
participando en la terminación de la replicación como se ha demostrado en los fagos
~X174 y fd (van der Ende ci’ al, 1978; Meyer eta!, 1981), y más recientemente en los
plásmidos de la familia de pTl8i (Murray u al, 1989; Rasooly y Novick, 1993;
Rasooly ci’ al, 1994a). Al final del ciclo replicativo, la proteína Rep debe reconocer
el ¿¡so regenerado e introducir un corte para separar la cadena( ±)parental y la
cadena nueva. Este reconocimiento del ¿¡so no parece ser tan estricto corno ocurre en
la iniciación, ya que se han observado terminaciones abortivas en secuencias similares,
pero no idénticas, al origen (Michel y Ehrlich, 1986; Ballester ci’ al, 1989). En algunos
casos, la terminación sólo requiere tina parte de la secuencia del ¿¡so como ocurre en
los fagos Ef (Dotto u al, 1984) o en el plásmido pC194 (Gros cl al, 1987). En los
plásmidos de la familia de pTl8l, así como en pL-Hl lO, la terminación de la
replicación implica la inactivación de la proteína Rep después de su uso, mediante
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una modificación covalente que conduce a la aparición de una molécula inactiva
Rep*, de menor movilidad electroforética que la Rep activa (Rasooly y Novick, 1993;
Rasooly ci’ al, 1994a, 1994b; Múller ci’ al, 1995). Desafortunadamente, los autores han
señalado esta molécula inactiva como Rep*, denominación que se ha usado
previamente, para nombrar las proteínas Rep (GpAt de ~X174 o RepB de pL-Sl)
que se traducen a partir de un segundo ATO. El grupo hidroxilo de la Tyr activa de
una de las subunidades del homodímero de RepC realiza el ataque nucleofilico sobre
el enlace fosfodiéster de los nt T y A del ¿¡so, para iniciar la replicación; con lo cual
esta subunidad queda unida covalentemente al extremo 5’ de la hebra desplazada.
Cuando se completa la ronda replicativa (Fig. 6), la síntesis continúa unos 12 nt más
allá del origen. La subunidad de RepC que no se ha usado introduce un corte en el
nuevo ¿¡so reconstituido, y a través de una serie de ataques nucleofílicos mediados por
los grupos 3’-OH del DNA y de la Tyr, se generan tres productos: un intermediario
ssDNA, una molécula dsDNA y un heterodímero de RepC, que contiene una de las
subunidades (RepC*) unida covalentemente a un oligonucleótido (Rasooly y Novick,
1993; Rasooly ct al, 1994b). A diferencia de 1<) que ocurre en pTl8l, donde se obtiene
un heterodímero de RepC inactivo, la proteína RepU de pUBlIO podría ser
convertida durante la replicación en un hetero-oligómero inactivo RepU~RepU*
(Múller ci’ al, 1995). Sin embargo, el heterodímero RepD~RepD* de pC221 conserva
actividad, si bien reducida (C.D. Thomas, comunicación personal). Para el plásmido
pCl94 se ha propuesto un mecanismo de terminación alternativo basado en una
reacción de hidrólisis, en la cual el residuo 01u210 activaría una molécula de agua,
directamente o a través de la quelación de un ión metálico, para que se produzca un
ataque nucleofílico sobre el enlace fosfodiéster de la nueva hebra sintetizada (Noirot-
Gros ci’ al, 1994). Se ha comprobado que los intermediarios covalentes topoisomerasa
1-DNA son capaces de catalizar una reacción de hidrólisis del enlace 3’-fosfotirosil
(Christiansen ci’ al, 1994). A través del estudio de la actividad de cierre o ligación de
RepB sobre oligonucícótidos, tenemos datos para suponer que la terminación de la
replicación de pL-Sl requiere específicamente la secuencia 5’-TAC FACG-3’ localizada
a 5’ del sitio de corte. Hasta el momento se desconoce si la terminación de la
replicación de pL-Sl se produce a través del mecanismo de inactivación de la proteína
Rep, como sucede en pTl8l o si el mecanismo de transesterificación se produce a
través de una reacción de hidrólisis, como se ha sugerido para ~Ci94. En la proteína
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RepB existen dos residuos Glu, presentes en la mayoría de los miembros de la
familia: GlulO3, separado por tres aa del residuo activo de Tyr99, y Gluló localizado
dentro de la región Rl de función desconocida; por tanto, aún no se puede descartar
la existencia de un mecanismo similar al que se ha sugerido en pCi94.
4. FAMILIA DE pLS1
Como hemos comentado al inicio de este trabajo, los plásmidos con replicación
tipo RC se pueden agrupar en cuatro familias principales (Novick, 1989), tomando
corno base homologías a nivel de la secuencia de DNA y de la organización genética
de la región LIC. La familia representada por pLSi incluye, hasta el momento, a once
plásmidos de bacterias tanto gram(±)como gram(-) (ver Tabla 1), y alguno de sus
miembros puede replicar en los dos tipos de bacterias (Lacks ci’ al, 1986; L-eenhouts
ci’ al, 1991). Las características más generales de esta familia podrían ser: i) la
localización del ¿¡so en una región intergénica; u) la presencia de secuencias
directamente repetidas en el origen, y iii) la existencia de dos elementos reguladores
de la replicación.
El ¿¡so de los plásmidos de la familia de pL-Si podría dividirse en dos regiones
separadas físicamente y que, por similitud con el ¿¡so de pL-Sl, podrían ser
funcionalmente distintas. La región nie, que está formada por una o dos posibles
estructuras cruciformes, contendría el sitio de corte de la proteína Rep. La región
bind, que consta de dos o tres repeticiones directas, sería el sitio de unión de la
proteína Rep. El alineamiento de las secuencias de DNA del ¿¡so nos muestra que en
casi todos los plásmidos se conserva la secuencia de 9 pb (5’-TACTACGAC-3’) que
contiene el sitio de corte de RepB (de la Campa et al, 1990; Moscoso el al, 1995a) y
un pequeño grupo de nt situados “corriente abajo” del sitio de corte (Fig. 79). En
todos los casos (con la excepción de pKMKI), la secuencia conservada se podría
localizar en un lazo terminal o interno de una posible estrutura cruciforme. Esto nos
sugiere que, al igual que ocurre en pL-Sl, se necesitaría la generación de estructuras
cruciformes en el ¿¡so para exponer el sitio de corte en torma monocatenaria y
además, cl sustrato replicativo debería ser la forma superenrollada del plásmido. En
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Sitio de corte
pFx 2
pWVOl
pLS1
pLC2
pADB2Ol
pKMK1
pLB4
pAl
pE194
pEPK255
pCT4ll
CONSENSUS
4,
T¶rGCTTcC AC — CCC T-TAA CGAC
TTGCTTCC CAO - CCC T-TAA CGAG
TGGCGGCC AC — COCO TAT—A CCAG
TTGCGACC CAO — 000 TTTTAA CGAG
CCAGGGGG . . ~jTAG CCC AATGA G TTTG
TTCGGGCC T CGAAT—AAAGTAAA TOTG
ACATGGGG CAO CC CCC —ATGT~ CCATTG
TCTGGGGGGCES CA - CCC -ACGA~[4CAATG
ATAOGGGGc4~ CA CT CCC TAGGT~CCATTG
TTTTCGCC4T~ CA ATAT O CCCAT~ATAACC
ACATGGGGU~~ ANA- ??CCfT--AT~jGTCAT
tACTACgac CCOO GTg
Figura 79. Alineamiento de la región ,zic del dro dc los plásmidos de la familia de pLSI. En la parte
inferior se muestran en letras mayúsculas, las bases conservadas en todos los plásmidos y en letras
minúsculas, las bases conservadas en la mayoría de los miembros. Las coordenadas del alineamiento
PILEUP realizado, son: pFX2 (1082 y 1176), pWVOI (322 y 418), pLSI (400 y 495), pLC2 (807 y 902),
pADEZOl (31 y 127), pKMK1 (1737 y 1831), pLB4 (1972 y 2068), pAl (742 y 837), pE194 (843 y 936),
pHPK2SS (231 y 324), pCI411 (1170 y 1265).
el plásmido pKMKI, el posible sitio de corte G/A se encontraría en la región
apareada de la estructura cruciforme (King y Dybvig, 1992), aunque está localizado
al inicio de una región A-T que facilitaría su exposición en forma monocatenaria.
Como ya hemos indicado, todos Los plásmidos de esta familia contienen secuencias
directamente repetidas (iterones) que varían en su secuencia, tamaño (de 5 a 21 nt)
y en la distancia que les separa del posible sitio cíe corte de la proteína Rep (desde
13 a 91 pb) (Tabla 10). La proteína RepB de pl Si se une, ¡u vi/ro, a las tres
repeticiones del origen (de la Campa ci’ al, 1990). Sin embargo, en algunos de los
plásmidos no se ha indicado su existencia o no se les ha asignado función alguna.
Como veremos más adelante, aquellos plásmidos con iterones parecidos (como por
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Tabla 10. Sitios de corte de las proteínas Rep e iterones propuestos para los plásmidos de la familia de
pLSl. Se indica el posible sitio de corte (1)~ eí número de iterones presentes en el dso, su secuenciayla
distancia (en pb) que les separa del sitio de corte de la proteína Rep.
Plásmido Sitio de corte Distancia Iterón Número
pLS1 TACTACG/AC 84 TCGGCGACTTT 3
pWVO1 TACTACG/AC 83 TCGCCAACGTTT 3
pFX2 TACTACG/AC 83 TCGCCAACGTTT 3
pElY4 TACTACG/AC 15 GICCAIT 3
pLB4 TACTACG/AC 14 GTCCATT 2
pAl CACTACG/AC 13 GTGCAAT 3
pLC2 IACTACG/AC 35 ACAAACCC 2
pHPK255 TACTACG/AC 19 AAGCTAC 2
pADB2O1 TACTACG/AT 55 TGTTTTGCTAGCATTTGTTAA 3
pKMK1 TACTACCG/AA 91 GTTTT 3
pCI4ll TACTACA/AA 13 TGGTCATT 3
ejemplo, pL-Sl con pFX2/pWVOI o pE194 con pLB4) presentan también un mayor
porcentaje de homología en sus proteínas Rep. Otra característica de la región del
¿¡so, que también está presente en la familia de pTl8l (Novick, 1989), es el
relativamente alto contenido en O +C del ¿¡so, que contrasta con el bajo porcentaje
existente en la secuencia total del plásmido (Tabla 11). El sitio de corte de la proteína
Rep se ha determinado para pLSI entre los nt G y A de la secuencia consenso de 9
nt (5’-TACTACG/AC-3’) y, en base a datos genéticos, se ha postulado para pE194
(Sozhamannan el al, 1990). Como la proteína RepB presentó actividad de corte/cierre
sobre el DNA superenrollado de los plásmidos pFX2 y pEi94, y actividad de corte
sobre oligonucleótidos de 23-mer con la región nL de la mayoría de los plásmidos de
la familia, nosotros proponemos que las proteínas Rep de estos plásmidos (con la
excepción de pADB2Oi) introducen el corte entre los nt G y A de la secuencia
consenso (Moscoso cí al, 1995b). RepB no presentó actividad sobre el oligonucleótido
con la secuencia de pADB2Ol, posiblemente por la ausencia de la C a 2 nt del sitio
de corte, que es esencial para su actividad; por tanto, quedaría por determinar, de
forma no ambigua, el sitio de corte en este plásmido.
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Plásnido 6+C (%)
pFX2 33.79
pFX2 (1080, 1160) 45.68
pl/VOl 33.47
pWVOI (320, 400) 48.15
pLSl 3723
pL51 (410, 490) 43,21
pLC2 33.66
pLC2 (810. 890) 56.79
pAOB2OI 29.41
pADB201 (30, 110) 49,38
pKMKI 29.01
pKMK1 (1740. 1820> 41.98
pLB4 37.95
pLS4 (1980. 2060) 45.68
pAl 34.93
pAl (760. 640) 45.68
pE194 31.71
pE194 (850, 930) 49.38
pHPK2S5 36.77
pHPK2SS (240. 320> 41.97
pCl4ll 35.14
pCl4ll (1180, 1260> 44.44
Tabla 11. Contenido en G±Cde los plásmidos de la familia de pLSI. Se indica el porcentaje C+C en
la secuencia total del plásmido y en la región del dso.
El alineamiento de las secuencias de las proteínas Rep de la familia de pLSI
(Hg. 80) nos muestra la existencia de bloques de aa conservados en la región N-
terminal y central, y una mayor divergencia hacia la región C-terminal. Si pensamos
que en el ¿¡so se encuentra también una región altamente conservada (la región nL)
y otra de mayor divergencia (la región bind), podremos proponer que la región N-
terminal de las proteínas Rep estaría implicada en la actividad nucleotidiltransferasa
sobre la región nL y que el dominio C-terminal participaría en el reconocimiento de
los iterones de la región bin¿¡. Las proteínas Rep de la familia de pTl8l presentan el
determinante de especifidad en la región C-terminal, y el sitio activo se encuentra en
la región central (Novick, 1989; Dempsey eta!, 1992). La comparación de las regiones
conservadas (R-l a R-V) con los motivos 1, 2 y 3 propuestos por Ilyina y Koonin
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Figura 80. Alineamiento de la secuencia de aa de las proteínas Rep de los plásmidos de la familia de
pLSl. Se indican mediante recuadros gruesos, las regiones conservadas R-l a R-V entre todos los
miembros de la familia. En recuadros finos se indican otras homologías que podrían definir tres
subfamilia& Las flechas indican los residuos Tyr (regiones R- IV y R-V) e 1-lis (región Rl II) conservados.
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(1992), nos conduce a postular la existencia de un motivo 3 más amplio y de dos
motivos extra en la familia de pL-Sl. El motivo 1 (cuya secuencia consenso es
FUuypXXX, donde U representa un residuo hidrofóbico y X, cualquier residuo) se
corresponde con la región Rl de las proteínas Rep. Sí bien no se le ha asignado
ninguna función todavía, parece ser esencial para la actividad funcional de estas
proteínas Rep, ya que hemos comprobado que un derivado de pLSi que carece de
esta región (pLSlAAlS con RepB*) no se puede establecer en S.pncumoníac, a menos
que se le suministre en i’rans la proteína RepB completa (del Solar ci’ al, 1993b). Una
posible función para la región R-I seria que el residuo Gín o Asp, presente en todos
los miembros, facilitase el ataque nucleofílico de la Tyr activa, mediante la unión y
posicionamiento de un ión metálico que neutralizase las cargas negativas del sustrato
fosfodiéster, como se ha propuesto en pC194 (Noirot-Gros ci’ a!, 1994). El motivo 2
(cuya secuencia consenso es XpHUHuUUX) que se corresponde con la región R-III,
se caracteriza por la presencia de dos His conservadas en un entorno hidrofóhico y
se ha propuesto que estaría implicado en la coordinación de iones metálicos (Ilyina
y Koonin, 1992). Finalmente, el motivo 3 (de secuencia UXXYUXhXXX) contendría
el putativo residuo de Tyr implicado en la unión al DNA, y se corresponde con la
región R-IV de las íroteína Rep. En esta región de RepE hemos identificado la
Tyr99 como parte de sitio activo de la proteína. En las proteínas Rep de la familia
de pLS1 se han identificado dos motivos nuevos, R-I1 y R-V, que podrían ser
específicos de la familia. El motivo R-V contiene una Tyr conservada entre los
miembros de la familia y pensamos que quizás forme parte del centro activo de la
proteína. El motivo R-II, al cual no se le ha asignado ninguna función todavía,
contiene otro posible motivo de unión a cationes (“DKD”; Argos, 1988; Pansegrau ci’
al, 1994) y un residuo de His conservado, que podría actuar CO~() intermediario en
la activación de una molécula de agua promovida por un grupo carboxilo (por
ejemplo, de algún Asp presente en esa región) como ocurre en la DNasa 1 (Lahm ei’
al, 1991) o podría activar el grupo hidroxilo del residuo Tyr mediante la abstracción
de un protón, como sucede en la proteína Tral del plásmido RP4 (Pansegrau ci al,
1994).
Junto con las homologías existentes en la región del ¿¡so y en las proteínas Rep,
los plásmidos de la familia de pLS presentan una organización genética similar y
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analogías a nivel de los elementos reguladores de la replicación del plásmido: un
represor transcripcional (la proteína Cop) y un RNA antisense. Todos los plásmidos,
con la excepción de pHPK255 (Kleanthous ei’ al, 1991), podrían codificar proteínas
Cop pequeñas (entre 45 y 55 aa) con el putativo motivo HTH de unión a DNA.
Probablemente en todos los casos, los genes cop y rep se transcriben a partir de un
único promotor (Por), como ocurre en pLSl. Aunque no se ha demostrado todavía, en
todos los plásmidos se podría transcribir un pequeño ctRNA que solaparía con las
señales de iniciación de la traducción del gen rep (del Solar ci’ al, 1993c, 1995a).
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Figura 81. Comparación entre algunas proteínas Rep de la familia de pLS1 (programa DOTPWT). Los
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Basándonos en las homologías existentes entre los iterones de algunos plásmidos
de la familia, en las diferentes distancias entre los iterones y el sitio de corte, y en los
distintos grados de hotuologías de la región C-terminal de las proteínas Rep, podemos
considerar la existencia de tres subfamilias diferentes. Una de ellas incluiría a los
plásmidos pE194 de S.aui-cus (1-lorinouchi y Weisblum, 1982a; Villafane cl al, 1987),
pLB4 y pAl de L.plani’a¡-um (Bates y Gilbert, 1989; Vujcic y Topoisirovic, 1993);
pE194 y pLB4 poseen iterones idénticos y sus proteínas Rep presentan una gran
homología tanto a nivel de su región N-terminal como C-terminal (Fig. 81). El
subgrupo de pLSl estaría formado por el plásmido pL~I?2 de L.cwvalus (Klein et al,
1993) y dos plásmidos de L.Iactis, pFX2 y pWVOI (Xu ci’ al, 1991; Leenthous ci’ al,
1991), que son prácticamente idénticos. Aunque respecto a los otros miembros de su
grupo, pLC2 presenta una clara diferencia en los iterones y en la distancia que los
separa del sitio de corte, su proteína Rep es la que presenta un mayor porcentaje de
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identidad (59.4%) con la proteína RepB de pL-Sl, tanto en la región N- como C-
terminal (Fig. SI). Un tercer subgrupo estaría formado por los plásmidos pHPK255
de H.pylori (Kleanthous ci al, 1991), pADB2O1 y pKMK1 de M.pylori (Bergemann el
al, 1989; King y Dybvig, 1992) y pCl4ll de Leuconostoc lacús (Coffey ci al, 1994). El
grado de homología existente entre la proteína RepB de pL-Sl y las proteínas Rep de
los p]ásmidos pE194, pFX2 y pLC2 se muestra en la Figura 81. Un diagrama
filogenético de los miembros de la familia de pL-Sl basado en las similitudes entre las
proteínas Rep (Fig. 82), nos indica las posibles relaciones existentes y nos sugiere la
posibilidad de que todos deriven de un ancestro común. El plásmido pHPK2SS de
H.pylori (Kleanthous a al, 1991), una bacteria gram(-), es eL que se encuentra más
alejado filogenéticamente del resto de los miembros. No debemos olvidar que aunque
los plásmidos con replicación tipo RC, están construidos por módulos genéticos
intercambiables (Projan y Novick, 1988) y la región LIC (región de iniciación y
control) presenta un alto grado de homología entre los distintos miembros de la
familia, otros módulos como la región DET y el sso, presentan un mayor grado de
divergencia, lo que nos hace suponer que en cada huésped la molécula plasmídica ha
adoptado las condiciones más eficientes para su proceso replicativo y su
mantenimiento en la célula huésped correspondiente.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES
La realización de esta Tesis Doctoral se ha basado principalmente en el estudio
de las interacciones existentes entre la proteína iniciadora de la replicación, RepB y
el origen de doble cadena (dso) del plásmido pL-Sl.
Basándonos en análisis de deleción realizados previamente a este trabajo, se pudo
delimitar el origen funcional in vivo de pL-Sl, dentro de un fragmento de 247 pb
(entre las coordenadas 402 y 648 de pLSl). Se comprobó que este origen puede ser
dividido física y funcionalmente en dos regiones separadas: la región nic, donde la
proteína produce el corte en el DNA y la región bin¿¡, que incluye los tres iterones
a los cuales se une in vii’ro la proteína RepB. El análisis in vivo de ambas regiones
reveló que sólo cuando se clona el ¿¡so entero de pLSI en un replicón compatible se
observa cierta incompatibilidad frente al pLSl, lo cual sugiere la necesidad de las dos
regiones del origen (región bin¿¡ y nic) para la funcionalidad in vivo de RepB y que
ninguna de las dos regiones por separado son suficientes para secuestrar RepB y
reducir el número de copias de pLSI.
Se comprobó que la proteína RepB actúa en trans, como corresponde lógicamente
a una proteína iniciadora de la replicación RC plasmídica.
Tras purificar la proteína RepB a partir del sistema de clonaje vector
pET5/huésped E.coli BL-21(DE3), se determinó la masa molecular de RepB mediante
equilibrio de sedimentación y se vió que la preparación de RepB corresponde
aproximadamente a la de un hexámero.
Se pusieron a punto las condiciones para el análisis de la actividad tipo
topoisomerasa 1 de la proteína RepB sobre DNA superenrollado. Se estudió la
influencia de la temperatura y de la concentración de sustrato sobre la actividad de
RepB.
La actividad de RepB sobre DNA plasmídico superenrollado (FI) genera dos
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tipos de moléculas: formas circular abiertas (Fil; producto de la actividad de corte)
y formas circular relajadas (FI’; producto de la actividad de corte/cierre).
Se comprobó que iii vitro, la relajación de DNA superenrollado por RepB no
requiere la unión previa de la proteína iniciadora a la región bin¿¡, y se ha demostrado
que la actividad de RepB es dependiente de hebra pero independiente de orientación
sobre DNA superenrollado. Por el contrario, se sabe que el papel de los iterones in
vivo es fundamental para la replicación del plásmido, y el hecho de no haber obtenido
un replicón que tuviese los iterones y el sitio de corte situados en fases distintas,
favorece la siguiente hipótesis: RepB reconocería in vivo los iterones y al unirse a
ellos adoptaría la posición adecuada para reconocer el sitio de corte en la región nic,
situado 84 bp hacia la izquierda.
Se demostró que la proteína RepB es capaz de reconocer y actuar sobre
derivados de pLSI (carentes de potenciales estructuras secundarias o que poseen
mutaciones puntuales o deleciones en los genes copG y repB). Las diferencias
observadas en la actividad de RepB sobre los distintos derivados podría ser debido
al mayor o menor grado de superenrollamiento del DNA plasmídico, que favorecería
una mayor o menor extrusión de la Horquilla 1 y en consecuencia la exposición del
sitio de corte de RepB como ssDNA.
La actividad de RepB es dependiente de la temperatura y se sabe que la reacción
transcurre de forma muy rápida a 600C. Probablemente a esta temperatura, la fracción
de moléculas potencialmente sensibles a RepB (que presentan la Horquilla 1 extruida
y el sitio de corte como ssDNA) es sustancialmente mayor.
La proteína RepB presenta actividad sobre oligonucícóridos monocatenarios que
contengan la región nic del ¿¡so de pL-Sl. Su actividad de corte es específica de
secuencia y no requiere la generación de una estructura secundaria en un oligo
monocatenario que contenga el sitio de corte.
La proteína reconoce la siguiente secuencia consenso de 9 nt: 5’-TACTACR/HC-
3’ (siendo R= base púrica y 11= cualquier base excepto G). La C situada a 2 bases
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del sitio (le corte es importante en el reconocimiento de la secuencla.
La proteína RepB no presenta actividad detectable sobre DNA lineal, ya se trate
de I)NA plasmidico linearizado o de un oligonucleótido bicatenario que contenga la
región de corte.
La proteína RepB es capaz de cortar y unir los dos extremos de un
oligonucleótido que contenga la región nL del origen de pLSl. Pero RepB sólo
presenta actividad de cierre cuando el 5’-fosfato necesario para la reacción de cierre
ha sido previamente generado por ella y si el extremo 3’-OH conserva la secuencia
TACTACOQ11 reconocida por la proteína. Parece que la reacción de corte mediada
por RepB libera un 5’-fosfato ‘activado’ situado a 3’ del sitio de corte. La proteína
puede asimismo intercambiar los extremos generados tras el corte de dos oligos que
contengan la región nL.
A través de los métodos tradicionales (análisis de la interfase agua-fenol,
precipitación con K~-SDS o retardo en gel) no se han podido detectar intermediarios
covalentes proteína-DNA. En los ensayos con oligonucleótidos marcados en su
extremo 3’, tampoco se detectaron complejos proteina-oligo covalentes, como bandas
retardadas en el gel de secuencia.
Gracias a los ensayos de unión en filtro se sabe que los complejos RepB-DNA
son muy sensibles a la concentración de SDS, y presentan cierta sensibilidad frente
a las concentraciones altas de sal y valores de pH por encima de si; punto isoeléctrico
(pI-] 8.8). Esto nos indica la existencia de ciertas interacciones electrostáticas entre
la proteína y el DNA, y que los aa cargados positivamente son importantes en el tipo
de interacción que se produce entre RepB y el DNA. La unión de RepB al DNA se
podría producir a través de un enlace fosfodiéster transitorio, como sucede con la
proteína gp!
1 del fago fil (Meyer y Geider, 1979) o bien a través de una unión no-
covalente, en la que son importantes las interacciones electrostáticas y los aa cargados
positivamente. Sin embargo, tras analizar la actividad de corte/cierre de RepB sobre
un sustrato con un fosfato quiral (situado en la posición del fosfato que interviene en
el enlace proteína-DNA), parece ser que la quiralidad del fosfato se conserva, lo cual
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sería indicativo de la existencia de un posible intermediario covalente.
RepB es capaz de reconocer ¿¡so de plásmidos relacionados tanto sobre DNA
superenrollado como en oligonucleótidos ssDNA. Para la actividad de RepB sobre
DNA superenrollado, es necesario que exista cierto grado de superenrollamiento para
que se produzca la extrusión de la estructura secundaria de la región nic, y quede
expuesto el sitio de corte como ssDNA.
Mediante mutagénesis dirigida se ha cambiado la Tyr99 de RepB por una Phe
y una Ser. Tras la purificación de las dos proteínas mutantes, se pudo comprobar que
estas proteínas carecen de actividad replicativa y de corte/cierre sobre DNA
superenrollado, aunque se unen normalmente a DNA. Sólo la proteína RepBY99F
presenta un porcentaje muy residual de actividad de corte y nucleotidiltransferasa
sobre oligonucleótidos. La actividad de unión a la región bin¿¡ del origen, no se ve
afectada por el cambio de Tyr99 a Phe o Ser.
Mediante homologías de secuencia de los genes rep de la familia de pL-Sl, se ha
propuesto que la región N-terminal de la proteína RepB estaría implicada en la
actividad nucleotidiltransferasa de la proteína y la región C-terminal participaría en
el reconocimiento de los iterones.
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